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Hintergrund: Metalloxidnanopartikel gewinnen eine zunehmend größere Bedeutung aufgrund 
ihres immer weiter reichenden Einsatzes in verschiedensten Produkten. Somit steigt auch die 
Wahrscheinlichkeit für den Menschen mit derartigen Partikeln in Berührung zu kommen. 
Deswegen ist eine Untersuchung der Toxizität derartiger Substanzen unumgänglich, um 
mögliche Gesundheitsgefahren auszuschließen bzw. eventuell notwendige Schutzmaßnahmen 
ergreifen zu können. Problematisch ist, dass es derzeit keine validierten Verfahren gibt, um 
die Toxizität von Nanopartikeln zu bestimmen. Die bekannten Verfahren zur Untersuchung 
der Toxizität wurden ursprünglich für die Untersuchung chemischer Substanzen entwickelt. 
Ob diese auch zur Ermittlung der Toxizität von Partikeln geeignet sind, muss noch belegt 
werden. Darüber hinaus wäre es für die Zukunft wünschenswert, aus der chemischen 
Zusammensetzung und den physikalischen Eigenschaften der Partikel, Rückschlüsse auf ihre 
Toxizität ziehen zu können, um nicht jeden neuen Nanopartikel umfangreichen in vitro und in 
vivo Toxizitätsuntersuchungen unterziehen zu müssen. 
Die vorliegende Arbeit, als Teil des multizentrischen Projektes HINAMOX der Europäischen 
Union, hat in diesem Zusammenhang zum Ziel, die Zytotoxizität von vier verschiedenen 
Metalloxidnanopartikeln am Modell von A549 Zellen zu testen, wobei jeweils zwei der 
Partikel eine ähnliche chemische Zusammensetzung aufweisen. In der Zusammenschau mit 
den Ergebnissen der anderen Arbeitsgruppen soll schließlich geklärt werden, ob und wie 
valide Toxizitätstests für Nanopartikel durchgeführt werden können und ob Zusammenhänge 
zwischen physikalisch-chemischen Eigenschaften der Partikel und ihren biologischen 
Wirkungen bestehen. 
Methoden: Die Zellkultivierung der A549 Zellen erfolgte in RPMI supplementiert mit 10% 
FKS. Alle Toxizitätstests wurden mit mit FKS supplementiertem Medium und mit RPMI 
ohne FKS durchgeführt. Die Dispergierung der Nanopartikel im Medium erfolgte mit Hilfe 
einer Ultraschallspitze. 24 Stunden nach der Aussaat der Zellen wurden diese 
unterschiedlichen Nanopartikeldosen ausgesetzt und über einen Zeitraum von insgesamt 72 
Stunden nach der Nanopartikelzugabe inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die 








des Annexin-V-Propidiumiodid-Assays bestimmt. Weiterhin wurde die Ausschüttung der 
proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1, TNF-α, Eotaxin und MCP-1 durch die Zellen 
in Zytokin-ELISAs untersucht. 
Ergebnisse: Eine Vermeidung der Bildung von großen Nanopartikelaggregaten ist bei dem 
dargestellten Versuchsaufbau bei der Verwendung von RPMI ohne FKS nicht möglich. 
Zinkoxid Nanopartikel führen zu einer Verringerung der Zellvitalität und lösen überwiegend 
Nekrosen der verwendeten A549 Zellen aus. Diese Effekte treten bei der Verwendung von 
Medium ohne FKS bereits bei niedrigeren Konzentrationen und kürzerer Inkubationszeit auf, 
als bei der Verwendung von mit FKS supplementiertem Medium und fallen zudem deutlicher 
aus. Die Ausschüttung von IL-8 und MCP-1 wird durch Zinkoxid Nanopartikel in 
serumfreiem Medium gesteigert, während die Ausschüttung der anderen Zytokine nicht 
beeinflusst wird. Dagegen wird in Medium mit FKS die Zytokinausschüttung nicht 
beeinflusst.  
Ceroxid Nanopartikel wirken nicht zytotoxisch und lösen weder Apoptose noch Nekrose aus. 
In serumfreiem Medium führen sie zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Zellvitalität, 
die im Medium mit FKS im Vergleich zur Kontrolle auf etwa 80% sinkt. Auch Ceroxid 
Nanopartikel beeinflussen die Zytokinliberation in mit FKS supplementiertem Medium nicht. 
In serumfreiem Medium wird die Freisetzung von IL-8 und MCP-1 gesenkt, während die 
Ausschüttung der beiden anderen untersuchten Zytokine nicht beeinflusst wird. 
Schlussfolgerungen: 
Die Ergebnisse zeigen, dass auch in dieser Untersuchung, übereinstimmend mit vielen 
anderen Publikationen, eine ausreichende Partikelseparation nur mit Hilfe eines Stabilisators 
erreicht werden konnte. Im serumfreien Medium dispergieren die Partikel nur unzureichend 
und bilden ganz unterschiedlich große Aggregate, was zu fehlerhaften Ergebnissen führt. Im 
Gegensatz dazu sind bei gut dispergierten Partikeln die Fehler relativ klein. Trotz dieser 
Fehler ist zu erkennen, dass die Abwesenheit von FKS im Medium die zytotoxischen Effekte 
von Zinkoxid verstärkt, während Ceroxid hier, verglichen mit der Kontrolle, eine erhöhte 
Zellvitalität zur Folge hat. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die chemische 








ist. Chemisch ähnlich aufgebaute Partikel haben auch ähnliche biologische Effekte, chemisch 
unterschiedliche Partikel zeitigen völlig verschiedene Wirkungen an den untersuchten Zellen. 
Die primäre und sekundäre Partikelgröße hat zumindest bei ZnO keinen statistisch 
signifikanten Einfluss auf ihre Zytotoxizität, bei Ceroxid ist dieser Vergleich nicht möglich, 
da beide untersuchten Partikel nahezu gleich groß sind. Wie sich die übrigen physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Partikel auf ihre Toxizität auswirken, wird sich erst in der 
Zusammenschau der Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen zeigen. Auch die Frage, 
ob sich die gewonnenen in vitro Daten in vivo verifizieren lassen muss durch andere 







































































































1.1 Nanotechnologie – Nutzen und Gefahren 
In den vergangenen Jahren haben Erzeugnisse die Nanopartikel (NP), also Teilchen mit 
Abmessungen zwischen 1 und 100nm in 2 oder 3 Dimensionen (ASTM, 2006), enthalten 
zunehmend den Alltag erobert. In der Industrie werden sie als Katalysatoren eingesetzt, aber 
auch Konsumprodukten wie Sonnencremes, Kosmetika und selbst Nahrungsmitteln werden 
kleinste Partikel zur Verbesserung der Eigenschaften zugesetzt (Horie et al., 2012). Überdies 
werden Nanoteilchen inzwischen auch in elektronischen Bauteilen, sowie im medizinischen 
Bereich, beispielsweise bei bildgebenden Verfahren, in der Diagnostik und in der 
Pharmaindustrie, verwendet (Nel et al. 2006). Es wurde postuliert, dass der Umsatz mit  
derartigen Gütern im Jahre 2015 eine Milliarde Dollar betragen wird (Roco, 2006). Dennoch 
sind Nanopartikel keine Erfindung des Menschen, vielmehr werden sie seit Urzeiten auch von 
der Natur hervorgebracht, beispielsweise bei Bränden oder Vulkanausbrüchen. Auch in 
biologischen Systemen kommen Nanoteilchen vor. Ein Beispiel hierfür ist das 
Eisenspeicherprotein Ferritin (Oberdörster et al., 2005). Eine Übersicht der verschiedenen 
Quellen von Nanopartikeln findet sich in Tabelle 1. 
Bei der Nanotechnologie handelt es sich um eine Zukunftstechnologie, die in nächster Zeit 
einen signifikanten Einfluss auf fast alle menschlichen Lebensbereiche nehmen wird.  
Voraussichtlich werden industriell hergestellte NPs in den kommenden Jahren weiter 
zunehmend eingesetzt und auch die Entwicklung der Nanotechnologie wird nicht stehen 
bleiben. Nach passiven Nanostrukturen, die eine vorhersagbare Beeinflussung der 
Materialeigenschaften zulassen, gibt es seit dem Jahr 2005 eine Entwicklung hin zu aktiven 
Strukturen, die eine Änderung von Größe, Form oder anderen Parametern während der 
Nutzung zulassen. Später könnte die Evolution weitergehen, von Nano-Systeme, bei denen 
mehrere Komponenten kooperieren, bis hin zu sehr komplexen Systemen, die ähnlich wie 
eine Zelle zusammenwirken (Roco 2006). 
Aus den besonderen physikalischen und chemischen Eigenschaften, die Nanopartikel 








deutlich von makroskopischen und mesoskopischen Materialien unterscheiden (zur Übersicht 
siehe Auffan et al., 2009a), ergibt sich die Möglichkeit spezieller toxischer Wirkungen auf 
biologische Systeme. Auf verschiedenen Wegen, z.B. durch Inhalation oder Ingestion, können 
auch künstlich erzeugte NPs in den Organismus gelangen, weswegen eine Untersuchung der 
gesundheitlichen Risiken notwendig ist. Diese wissenschaftliche Disziplin wird von 
Oberdörster als Nanotoxikologie bezeichnet. Ungewissheit hinsichtlich der Folgen eines 
vermehrten Einsatzes von Nanopartikeln könnte zu gesellschaftlicher Ablehnung führen und 




  Anthropogen 
Natürliche NP Akzidentielle NP Intentionale NP 
Waldbrände Verbrennungsmotoren Kontrollierte Größe und Form 
Vulkane (heiße Lava) Kraftwerke Gestaltet für Funktionalität 
Viren Müllverbrennungsanlagen Metalle, Halbleiter, Metalloxid 
Biogener Magnetit Flugzeugmotoren Karbon, Polymere 
Ferritin (12,5 nm) 
Rauch verschiedenen 
Ursprungs verschiedene Formen 
Tabelle 1: Quellen von Nanopartikeln nach Oberdörster et al. 2005 
 
 
Aufgrund ihrer geringen Größe, die in einem Übergangsbereich zwischen einzelnen Atomen 
oder Molekülen und größeren Festkörpern liegt, besitzen Nanomaterialien besondere 
Eigenschaften, durch die sie sich oft völlig anders verhalten als sogenannte Bulk-Materialien, 
also größere Festkörper, was auch zu unerwünschten biologischen Effekten führen kann (Nel 
et al. 2006). Von großer Bedeutung ist hierbei ihre, im Verhältnis zur Masse, sehr große 
reaktive Oberfläche, da sich biologische Prozesse, ebenso wie physikalische und chemische, 








Verschiedene Studien zeigen, dass Effekte ausgehend von NPs eher von der Größe ihrer 
Oberfläche als von der Masse abhängen (Donaldson, et al., 2002), andere können solche 
Zusammenhänge nicht herstellen (Lanone et al., 2009; Soto et al., 2007). Ein weiteres 
Charakteristikum ist die geringe Größe der Partikel, die zu einer erhöhten 
Penetrationsfähigkeit biologischer Membranen und einer großen Teilchenzahl pro 
Masseneinheit führt (Oberdörster et al. 2005). Außerdem sind vom Menschen hergestellte 
Nanopartikel häufig chemisch sehr rein. Sie haben oft eine  kristalline Struktur und können 
sogar mit funktionellen Gruppen an ihrer Oberfläche versehen werden, was sie deutlich von 
bekannten Materialien unterscheidet (Nel et al. 2006). Wegen dieser genannten 
Besonderheiten ist auch das Auftreten völlig neuer biologischer Effekte vorstellbar (Horie et 
al. 2012), die einer genauen Untersuchung bedürfen. 
Die Erforschung von Nanoteilchen ausgehenden Risiken gestaltet sich schwierig, da es 
inzwischen eine unübersehbare Zahl verschiedener Teilchen gibt, die sich hinsichtlich ihrer 
physikalisch-chemischen Eigenschaften und biologischen Wirkungen häufig deutlich 
unterscheiden. Hinzu kommt, dass es, verglichen mit der Zahl der verschiedenen industriell 
gefertigten Nanoteilchen, relativ wenige Studien zu dieser Thematik gibt (Lewinski et al., 
2008). Zudem ist es ein wichtiger Unterschied, ob NP frei oder in einer Matrix gebunden 
vorliegen und wie stabil diese ist. Auch in der chemischen Zusammensetzung identische NP 
können in Toxizitätsuntersuchungen am gleichen Zelltyp gegensätzliche Effekte offenbaren 
(vgl. Horie et al., 2011; Lin et al., 2006). Bei gleichem experimentellen Setup gibt es bei 
Partikeln mit moderater bis niedriger Toxizität sogar unterschiedliche Ergebnisse zwischen 
einzelnen Laboren (Lanone et al., 2009). Eine Erklärung für dieses Phänomen fehlt bislang. 
Ursachen für verschiedene Wirkungen lediglich chemisch identischer Partikel könnten in 
einer unzureichenden Charakterisierung der physikalisch-chemischen Eigenschaften liegen 
(Horie et al., 2012). Erkenntnisse, die zuverlässige Vorhersagen hinsichtlich eines 
Zusammenhanges zwischen physikalisch-chemischen Eigenschaften und biologischen 
Wirkungen zulassen würden, konnten bislang nicht ausgemacht werden (Kroll et al. 2011). 
Da es auch zukünftig kaum möglich sein wird, jeden einzelnen industriell verwendeten 








Zusammenhänge zwischen der Beschaffenheit der Nanopartikel und ihren Effekten auf 
biologische Systeme herzustellen. Dabei ist es sinnvoll, verschiedene Nanopartikel am 
gleichen Modell zu testen, damit eine möglichst gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
realisiert werden kann (Soto et al., 2007). An diesen Untersuchungen will sich auch diese 
Arbeit beteiligen, indem sie vier verschiedene Metalloxid-Nanopartikel in einem In-vitro-
Screening am Modell von A549 Zellen auf ihre akute Toxizität testet.  
1.2 Toxizitätsuntersuchungen von Nanopartikeln 
Die Risikoanalyse potentiell gefährlicher Stoffe erfolgt im Allgemeinen in vier Schritten: 
erstens Gefahrenidentifikation, zweitens Gefahrencharakterisierung, drittens Untersuchung 
von Expositionsquellen und –wegen und schließlich viertens, nach Auswertung der erhobenen 
Daten, die Risikoabschätzung. Die Gefahrencharakterisierung beinhaltet dabei die qualitative 
und quantitative Analyse der durch den zu untersuchenden Stoff ausgelösten unerwünschten 
Effekte  (Hayashi 2005). 
Grundsätzlich ist es möglich die zur Gefahrencharakterisierung notwendigen 
Toxizitätsuntersuchungen im Tierversuch – in vivo – oder durch Untersuchungen an 
Zellkulturen – in vitro – durchzuführen. Verglichen mit Tierversuchen, ermöglichen 
Experimente mit Zellkulturen eine einfachere, schnellere, kosteneffizientere und ethisch 
weniger problematische Untersuchung der Zytotoxizität potentiell gefährlicher Substanzen 
(Anderson & Russell 1995; Lewinski et al., 2008). Darüber hinaus ist es mit in vitro 
Versuchen möglich, den Wirkmechanismus des untersuchten Stoffes zu studieren (Hayashi 
2005). Zusätzlich gewährleisten sie eine gute Kontrollierbarkeit und Reproduzierbarkeit 
(Lewinski et al. 2008). Auf der anderen Seite fehlt dem Zellkulturmodell die Komplexität 
eines Gewebes oder gar Organismus, die durch das Zusammenspiel verschiedener Zelltypen 
entsteht und beispielsweise zu anderen metabolischen Prozessen führen kann (Hayashi 2005). 
Derzeit gebräuchliche Verfahren für in vitro Toxizitätsuntersuchungen von Nanopartikeln 
wurden ursprünglich für die Risikoabschätzung von Chemikalien entwickelt und sind in 
diesem Bereich gut validiert (Kroll et al. 2009).  Da sich Nanopartikel, wie unter Abschnitt 








beispielsweise mit Assay-Komponenten interagieren können, sowie bei physiologischen pH-
Werten in iso-osmolaren Lösungen eine Aggregationstendenz zeigen, ist es wichtig 
festzustellen, ob die bekannten Testverfahren für die Anwendung mit Nanopartikeln 
überhaupt geeignet und ob sie ggf. anzupassen (Oberdörster et al. 2005) sind. Bleiben 
derartige Wechselwirkungen unentdeckt, führt diese Problematik zu unbrauchbaren Daten 
(Schulze et al. 2008). So wurde beispielsweise mehrfach beobachtet, dass Single-walled 
Carbon Nanotubes im MTT-Assay eine sehr hohe Zytotoxizität von über 50% vortäuschen 
können, die sich jedoch mit anderen Testverfahren nicht verifizieren lässt (Wörle-Knirsch et 
al., 2006; Belyanskaya et al., 2007). Derartigen Schwierigkeiten bei der Risikoevaluierung 











Durch einen zunehmenden Einsatz von NPs, vor allem in der Industrie und in medizinischen 
Produkten, gewinnt die Untersuchung potentieller Gefahren und Risiken eine zunehmend 
größere Bedeutung, da die Wahrscheinlichkeit für die Bevölkerung mit ihnen in Berührung zu 
kommen stetig weiter steigt. Um auf der einen Seite eine Akzeptanz dieser 
vielversprechenden neuen Technologie zu erreichen, auf der anderen Seite aber eine 
Verschmutzung der Umwelt und eine Gesundheitsschädigung mit toxischen Partikeln zu 
vermeiden, ist es  zwingend erforderlich, die gesundheitlichen und ökologischen Folgen der 
Aufnahme von Nanopartikeln zu untersuchen. Obwohl es inzwischen eine unüberschaubare 
Zahl von Studien zu diesem Thema gibt, ist die physikalisch-chemische Charakterisierung der 
verwendeten NP überwiegend unberücksichtigt geblieben, so dass Gefahrenabschätzungen für 
weitere Partikel anhand dieser Daten nicht möglich sind. Es fehlt bis heute an systematischen 
Untersuchungen und einer validen Methodik zur Erfassung von Daten die eine 
Vergleichbarkeit der NPs und den biologischen Effekten, die diese zeitigen, ermöglichen. An 
dieser Stelle will sich diese Arbeit beteiligen eine solche Methodik zu entwickeln, indem hier, 
im Rahmen des multizentrisch angelegten HINAMOX-Projektes der Europäischen Union, die 
akute Toxizität verschiedener Metalloxidnanopartikel an A549 Zellen untersucht wird. Im 
Mittelpunkt des Erkenntnisinteresses dieser Arbeit steht, welche biologischen Auswirkungen 
NPs hervorrufen. Aus diesem Grunde wurden zwei Nanopartikelpaare ausgewählt, zum einen 
Zinkoxid (G2) und Zinkoxid (R) sowie zum anderen Ceroxid (S) und Ceroxid (U), da sich bei 
beiden Paaren die Partner chemisch ähnlich sind, sich physikalisch jedoch unterscheiden. 
Während die physikalischen Eigenschaften von anderen Projektgruppen untersucht werden 
und nicht Gegenstand dieser Arbeit sind, soll im Folgenden eine systematische Untersuchung 
der biologischen Effekte dieser Partikel erfolgen. Später wird in der Zusammenschau dieser 
Arbeiten insbesondere die mögliche Korrelation von physikalisch-chemischen Eigenschaften 
der verwendeten Nanopartikel und der hier untersuchten biologischen Effekte von Interesse 
sein. Die verwendeten Partikel sind von Relevanz, da sie in großen Mengen produziert 
werden und viele industrielle Anwendungen finden. Während CeOx Partikel als 








als Füllstoffe in Polymeren und UV-Absorbern zum Einsatz (Xia et al. 2008) und sind 
deswegen beispielsweise auch in Sonnencremes und Sonnenmilch zu finden. 
Alle Untersuchungen wurden in vitro durchgeführt, da auf diese Weise relativ schnell und 
kostengünstig große Datenmengen gewonnen werden können und eine vergleichsweise 
genaue Bestimmung von Dosen sowie Zeit- und Endpunkten erfolgen kann. Es darf jedoch 
nicht außer Acht gelassen werden, dass sich die so gewonnen Daten einer Überprüfung ihrer 
Validität in vivo bedürfen. 
Die Folgen der Nanopartikelexposition wurden dosis- und zeitabhängig studiert. Während die 
meisten vergleichbaren Studien (Taccola et al. 2011; Xu et al. 2010; Yang et al. 2012) bei 
ähnlichem experimentellen Setup einen Zeitraum von maximal 24 Stunden erfassen, wurde 
für die vorliegende Arbeit ein Untersuchungszeitraum von 72 Stunden gewählt. Zusätzlich 
wurden alle Experimente mit und ohne FKS im Kulturmedium durchgeführt, da bekannt ist, 
dass das Vorhandensein einer Proteincorona um Nanopartikel deren Aufnahme in Zellen 
beeinflusst (Aggarwal et al. 2009; Horie et al. 2009; Lynch et al. 2007). Dennoch ist der 
Autorin keine weitere Publikation bekannt, die unmittelbar die Nanotoxizität verschiedener 
Partikel mit und ohne FKS im Kulturmedium gegenüberstellt.  Zur Exploration der 
biologischen Folgen einer Nanopartikelexposition wurden, gemäß gängiger Verfahren, 
folgende Parameter herangezogen: die Zellvitalität (MTT-Test), das Auftreten von Apoptose 
oder Nekrose (zytometrische Untersuchung mittels Annexin-V/ Propidiumiodid-Färbung) und 











2 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 
2.1 Eintrittspforten von Nanopartikeln 
2.1.1 Eintrittspforten von Nanopartikeln in den Organismus 
Prinzipiell können Nanopartikel über jede innere und äußere Körperoberfläche sowie durch 
Injektion in den menschlichen Organismus gelangen.  Während der letztgenannte Weg einer 
intentionalen Verabreichung vorbehalten ist, können über die Körperoberfläche Nanoteilchen 
sowohl akzidentiell als auch beabsichtigt inkorporiert werden. 
Hier sind folgende Wege möglich: Erstens die Aufnahme der Nanopartikel über die Haut, 
zweitens die Ingestion über die Schleimhäute des Verdauungstraktes und drittens die 
Inhalation (Oberdörster et al. 2005). Da die Lunge über eine besonders große Oberfläche von 
etwa 100 m2 (Colebatch & Cky 1992) und nur eine sehr dünne Barriere zwischen 
Luftkompartiment und Blutgefäßen verfügt, ist sie eine prädestinierte Struktur für das 
ungewollte und kaum kontrollierbare Eindringen von Nanopartikeln in den Körper.  Von hier 
aus können die Partikel über das Blut- und Lymphsystem nahezu jeden Ort im menschlichen 
Körper erreichen (Oberdörster et al. 2005). Darüber hinaus wurde bereits 2004 durch die 
Gruppe von Oberdörster von einer Partikeltranslokation  entlang der olfaktorischen Fasern in 
das Gehirn berichtet. Theoretisch wäre außerdem die Aufnahme über den Urogenitaltrakt 
denkbar, wenn auch wenig wahrscheinlich. 
2.2 Biologische Reaktionen auf Zellschädigungen 
2.2.1 Zellzyklus und Wachstumshemmung 
Der Zellzyklus wird in 4 Phasen eingeteilt. In der G1-Phase finden Zellwachstum und 
Proteinsynthese statt. Daran schließt sich die S-Phase an, in welcher die DNA repliziert wird. 
In der anschließenden G2-Phase werden weiterhin RNA und Proteine synthetisiert, die für die 
folgende Mitose, die M-Phase des Zellzyklus, benötigt werden. Während der Mitose teilt sich 








Der korrekte Ablauf des Zellzyklus wird durch Cycline (A, B, D und E) und Cyclin-
abhängige Kinasen (cdks) geregelt, um zu gewährleisten, dass vor dem Eintritt in die nächste 
Phase die vorherige vollständig durchlaufen wurde. Dafür gibt es zwei Kontrollpunkte im 
Zellzyklus. Am G1-Kontrollpunkt wird überprüft ob die Umgebung günstig ist, genügend 
Nährstoffe und Zellbausteine vorhanden sind, die Größe der Zelle ausreichend  und die DNA 
intakt ist. Am G2-Kontrollpunkt werden wiederum die Größe der Zelle und zusätzlich die 
korrekte Replikation der DNA geprüft. Ist auch hier alles in Ordnung, kann die Zelle in die 
Mitose eintreten. Treten an einem der Checkpunkte Probleme auf, wird der Zellzyklus, 
zumeist vermittelt durch p53, angehalten und die Zelle hat die Möglichkeit eingetretene 
Schäden zu reparieren, auf ein günstigeres Umfeld für die Zellteilung zu warten oder die 
Replikation abzubrechen und Apoptose einzuleiten. Hieraus ergibt sich unmittelbar die erste 
Stufe einer möglichen Zellschädigung: der Zellzyklus wird angehalten und die Zellpopulation 
wächst nicht weiter bzw. wächst langsamer. 
Zellen haben außerdem die Möglichkeit den Zellzyklus vorübergehend oder für immer zu 
verlassen und in die sogenannte G0-Phase einzutreten. Dies passiert bei ausdifferenzierten 
Zellen sowie bei nicht terminal differenzierten Zellen, denen nicht genügend 
Wachstumsfaktoren oder Nährstoffe zur Verfügung stehen (Löffler et al., 2007). 
2.2.2 Apoptose 
Bei Apoptose handelt es sich um einen aktiven Prozess, der mit bestimmten morphologischen 
Charakteristiken sowie biochemischen Mechanismen, an denen sogenannte Caspasen 
charakteristischerweise beteiligt sind,  einhergeht und schließlich zum Tod der Zelle führt 
(Elmore, 2007). Apoptose spielt bei vielen physiologischen Vorgängen, wie Wachstum und 
Entwicklung, aber auch der Erhaltung des Organismus eine wichtige Rolle. Sie ist genetisch 
festgeschrieben und kann gleichsam als Gegenspieler der Mitose betrachtet werden (Majno & 
Joris, 1995). Sie kann aber auch durch äußere Noxen oder im Rahmen von Immunreaktionen 
ausgelöst werden, wobei der gleiche Stimulus nicht notwendigerweise bei allen Zelltypen zur 
Auslösung von Apoptose führt (Kerr et al., 1972; Elmore, 2007). Funktioniert dieser 
Mechanismus für den Zelltod nicht korrekt, kann dies zu verschiedenen, zumeist  








andere Formen des programmierten Zelltodes (Elmore, 2007; Majno & Joris, 1995), 
genaugenommen ist jedoch jeder Zelltod „programmiert“, auch der Zelltod durch Nekrose 
(Trump, 1997). Ursache für einen apoptotischen Zelltod kann ein genetisches Programm sein, 
wie beispielsweise bei der Separation der Finger. Weiterhin kann das Ausbleiben von 
Überlebenssignalen für die Zelle, wie sie bei in vitro kultivierten Zellen im dem Medium 
zugesetzten Serum enthalten sind, zu Apoptose führen. Außerdem kommt es durch äußere 
physikalische, chemische oder biologische Noxen zu Apoptose; bei diesen Reizen treten aber 
zumeist Apoptose und Nekrose simultan auf (Saikumar et al., 1999). 
Für die Apoptose sind das Schrumpfen der Zelle, das Kondensieren des Chromatins  
(lichtmikroskopisch erkennbar als Kernpyknose), die Verdichtung Zytoplasma und das 
Zusammenrücken der Zellorganellen morphologisch charakteristisch. Im Bereich der 
Plasmamembran werden Pseudopodien ausgebildet – ein Prozess der als Budding bezeichnet 
wird und spezifisch für diese Art des Zelltodes ist (Trump, 1997). Anschließend zerbrechen 
die DNA-Stränge, der Zellkern fragmentiert sich  und die Zelle zerfällt in sogenannte 
Apoptose-Körperchen, die von einer Plasmamembran umgeben sind  und die verdichteten 
Zellreste enthalten (Kerr et al. 1972, Majno & Joris, 1995, Saikumar et al. 1999). Bei diesem 
Prozess gelangt keine intrazelluläre Flüssigkeit in den Extrazellulärraum, vielmehr werden die 
Apoptotic-Bodies alsbald in toto von Makrophagen oder anderen Zellen aufgenommen. Aus 
diesem Grund geht die Apoptose nicht mit einer Entzündungsreaktion einher, auch weil keine 
oder nur sehr geringe Mengen von proinflammatorischen Zytokinen freigesetzt werden 









Abbildung 1 Veranschaulichung von Apotose und Nekrose nach Majno & Joris 1995 
 
Man unterscheidet drei Wege, auf denen Apoptose induziert werden kann: den extrinsischen 
oder rezeptorvermittelten Weg (wichtige Liganden sind Fas-Ligand und TNF-a) (Van 
Cruchten & Van Den Broeck, 2002), den intrinsischen oder mitochondrialen (vermittelt durch 
Zytochrom c, das ins Zytosol freigesetzt wird) (Hirsch et al., 1997), sowie den T-Zell-
vermittelten Perforin/Granzym(A oder B)-Weg (Elmore, 2007). Die beiden ersten, sowie der 
Granzym-B-vermittelte Weg münden in eine gemeinsame Exekutivkaskade, die durch die 
Freisetzung des zentralen Enzyms Caspase-3 ausgelöst wird und zu den genannten 
morphologischen Veränderungen führt. Auch auf dem Granzym-A-Weg wird Apoptose 
vermittelt, allerdings Caspase-unabhängig, es handelt sich hier also um einen parallelen, aber 
getrennten Weg zur Auslösung von Apoptose (Elmore, 2007). Caspasen werden in den 
meisten Zellen als Proenzyme gespeichert und aktivieren sich, nachdem die Kaskade in Gang 
gesetzt wurde, gegenseitig proteolytisch (Elmore, 2007). Für den entzündungsfreien Ablauf 
macrophage recognizes the apoptotic cell fragments by their
expression of phosphatidylserin on the outside of the plasma
membrane (Fadok et al., 1992). Other mechanisms of phago-
cytosis are mediated by vitronectin receptors or certain
carbohydrates (Duvall et al., 1985; Savill et al., 1990).
However, apoptotic cells are not always recognized by
phagocytes and then they may undergo so-called secondary
(Sanders and Wride, 1995) or apoptotic necrosis (Majno and
Joris, 1995). This terminology seems strange, because necrosis
and apoptosis are often considered as two opposite forms of
cell death (Wyllie et al., 1980). However, according to Majno
and Joris (1995) necrosis is not a form of cell death but the end
stage of any cell death process. According to this viewpoint the
fact that a cell dies by necrosis is the same as equalizing clinical
death with post-mortal decay (Majno and Joris, 1995).
Necrosis is marked by cellular swelling, often accompanied
by chromatin condensation and eventually leading to cellular
and nuclear lysis with subsequent inflammation (Wyllie et al.,
1980) (Fig. 2). Apparently, apoptotic cells that are not
phagocyted show several of these necrotic features, except
for an inflammation process. This may be due to the fact that
the few apoptotic cells or bodies which are not recognized by
phagocytes produce a concentration of chemo-attractive mol-
ecules that is too low to mobilize inflammatory cells (Majno
and Joris, 1995).
Another important descriptive term is oncosis, the Greek
word for swelling, introduced almost one century ago by von
Recklinghausen (1910), who observed a manifest cellular
swelling of osteocytes in osteomalacia. Majno and Joris
(1995) proposed to use the term oncosis for designating any
cell death characterized by a marked cell swelling, while the
term necrosis refers only to the features which appear after the
cell has died (Fig. 3). This concept of the term oncosis has
found increased acceptance in recent studies (Park et al., 2000),
and will also be used further in this paper.
In descriptions of apoptosis and oncosis the ancient terms
pyknosis, karyorhexis and karyolysis are still significant.
Pyknosis and karyorhexis are common features of both
processes (Sanders and Wride, 1995) whereas karyolysis seems
more specific for oncosis, although apoptotic cells eventually
also undergo nuclear lysis when they are phagocyted. These
three terms describing nuclear changes are therefore not
specific for either apoptosis or oncosis.
Apoptosis and programmed cell death
Apoptosis and programmed cell death are often used as
synonyms (Savill et al., 1990), and in contrast to necrosis they
have never been associated with inflammation phenomena. On
the other hand many cytotoxic agents can also induce
apoptotic changes that are evidently not planned by cellular
programming. Both terms are only synonyms in so far the
denomination ‘programmed’ is used as a reference to a fixed
pathway followed by dying cells (Schwartz et al., 1993).




Fig. 2. Illustration of apoptosis and necrosis according to Kerr et al.
(1995).
Fig. 1. Number of papers on apoptosis quoted in Medline public
domain (search 2000).








von Apoptose ist die frühzeitige Erkennung der apoptotischen Zelle durch die umgebenden 
Zellen notwendig, um eine zeitnahe Phagozytose zu gewährleisten, die den letzten Schritt der 
Apoptose darstellt. Dies wird durch eine Veränderung der Oberflächenmarker erreicht (Fadok 
et al., 2001), wobei das Flipping des, normalerweise auf der inneren Zellmembran 
befindlichen, Phosphadidylserin (PS) auf die äußere Monoschicht das wichtigste Zeichen ist, 
daneben werden aber auch noch andere Marker exprimiert (Bratton et al., 1997; Fadok et al., 
2001). Werden apoptotische Zellen nicht phagozytiert, können sie sekundär-nekrotisch  bzw. 
apoptotisch-nekrotisch werden (Majno & Joris, 1995). 
 
2.2.3 Nekrose 
Die Nekrose ist eine passive und energie-unabhängige Form des Zelltodes, die zumeist 
unkontrolliert abläuft und größere Zellverbände betrifft. Ursache für diese Form des Zelltodes 
sind zumeist Gifte, starke physikalische Reize sowie Ischämien (Saikumar et al., 1999). 
Eigentlich ist das Wort Nekrose semantisch anders belegt, nämlich als mikroskopisch und 
makroskopisch sichtbares Korrelat von bereits zugrunde gegangenen Zellen, weswegen die 
Begriffe akzidentieller Zelltod oder Onkose eigentlich besser geeignet wären (Majno & Joris, 
1995). Dennoch soll der Begriff Nekrose, aufgrund der weiten Verbreitung, im Folgenden 
weiterhin verwendet werden. Formal charakteristisch für diese Art des Zelltodes sind die 
Karyolyse, das Anschwellen der Zelle und die folgende Desintegrität der Plasmamembran. 
Bereits unmittelbar nach Einsetzen des Prozesses bilden sich Vakuolen und Blasen im 
Zytoplasma, die keine Zellorganellen enthalten – ein Vorgang der als Blebbing bezeichnet 
wird. Außerdem schwellen das endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat an, das 
Chromatin verklumpt, Mitochondrien kondensieren, rupturieren oder dehnen sich aus, die 
Plasmamembranen der Organellen reißen, die Lysosomen schwellen an und platzen, 
schließlich kann sogar die Zellmembran reißen (Hetz, 2008; Majno & Joris, 1995; Trump et 
al., 1997). Dadurch gelangt vormals intrazelluläre Substanz nach außen, was zu einer 
Entzündungsreaktion führt. Die Ursache dafür, dass eine Zelle nekrotisch wird, ist entweder 
ein Problem mit ihrer Energieversorgung, so dass die Ionenpumpen der Zellmembran nicht 








(Elmore, 2007; Majno & Joris 1995). In beiden Fällen kann die Zelle ihren onkotischen 
Druck nicht mehr aufrecht erhalten, wodurch es zum Einstrom von Wasser kommt und die 
Zelle anschwillt.  
Auch wenn Apoptose und Nekrose gut voneinander unterschieden werden können, handelt es 
sich um Prozesse, die sowohl unabhängig voneinander, als auch gleichzeitig oder 
nacheinander ablaufen können (Majno & Joris 1995). Welcher Vorgang in Gang gesetzt wird, 
wird bestimmt durch das Ausmaß des einwirkenden Stimulus, den betroffenen Zelltyp sowie 
durch den Umfang der Schädigung der Energieversorgung der Zelle (Elmore, 2007; Saikumar 
et al. 1999; Trump et al., 1997). Zudem teilen sich Apoptose und Nekrose ein Netzwerk 
biochemischer Reaktionen, wobei durch verschiedene Parameter, wie beispielsweise die Art 
des einwirkenden Signals, der Gewebetyp und sein Entwicklungsgrad oder auch das 
umgebende biochemische Milieu entscheiden, welcher der Wege eingeschlagen wird (Zeiss, 
2003). Ein Zeichen für die Verwandtschaft von Apoptose und Nekrose ist, dass bei beiden 












einzelne Zellen oder Zellgruppen meist ganze Zellverbände 
Zellschrumpfung Zellschwellung 
Pyknose und Kernfragmentierung Karyolyse, Pyknose und Kernfragmentierung 
Zellmembran intakt Ruptur der Zellmembran 
Zytoplasma verbleibt in Apoptosekörperchen Zytoplasma wird freigesetzt 
keine Entzündungsreaktion i.d.R. Entzündungsreaktion 
Tabelle 2: Vergleich der Morphologie von Apoptose und Nekrose (nach Elmore 2007) 
 
Apoptose Nekrose 
DNA Schäden Bakterielle Toxine 
Oxidativer Stress Gifte 
Aktivierung von Todes-Rezeptoren Ischämie 
Organellenstress Calcium-Overload 
Programme im Rahmen der Entwicklung  
Calciumfreisetzung durch das ER  
Infektion mit Pathogenen  
Tabelle 2: Stimuli für die Auslösung von Apoptose und Nekrose (nach Hetz 2008) 
2.2.4 Entzündung 
Unter einer Entzündung versteht man die komplexe Adaptationsreaktion eines Organismus 
nach der Exposition mit einer Noxe. Die Auslösung einer Entzündung kann durch 
physikalisch-chemische, mikrobielle oder immunologische Noxen,  aufgestaute 
Stoffwechselprodukte sowie Gewebsnekrosen erfolgen (Riede, Werner & Freudenberg, 
2009). Ziel der Entzündungsreaktion ist, durch das Zusammenspiel von Zellen und löslichen 
Faktoren, zunächst die Eindämmung der Gewebsschädigung durch die Noxe und 









Zytokine sind Polypeptide mit einem relativ geringen Molekulargewicht von 5 bis 20 kDa, 
die von verschiedensten Zellen als Reaktion auf das Einwirken von Reizen oder Noxen 
ausgeschüttet werden und mit denen sie untereinander kommunizieren können. Im Gegensatz 
zu Hormonen wirken sie in der Regel nicht systemisch, sondern nur über kurze Distanzen von 
wenigen Mikrometern – parakrin oder autokrin. Entsprechend ihrer Funktion werden sie in 
vier Gruppen eingeteilt: Wachstumsfaktoren, Interleukine (z.B. TNF-a oder Interleukin-6), 
Interferone und Chemokine (z.B. MCP-1, Eotaxin und Interleukin-8) (Löffler, et al. 2007). 
2.2.4.1.1 MCP-1 
MCP-1, ein kleines Zytokin aus der Familie der CC-Chemokine, fungiert bei 
Entzündungsreaktionen als hochwirksamer Chemoattraktant auf Monozyten und reguliert die 
Migration von T-Gedächtniszellen und natürlichen Killerzellen (Deshmane et al. 2009). Es 
besteht aus 76 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von 9kDa (Van Coillie et al. 
1999). Viele verschiedene Zelltypen, auch A549-Zellen (Standiford et al. 1991), sind in der 
Lage MCP-1, konstitutiv oder nach Induktion von oxidativem Stress, freizusetzten 
(Deshmane et al. 2009); Monozyten und Makrophagen sind jedoch die wichtigsten Quellen 
(Leonard & Yoshimura 1990).  Wichtige Induktoren von MCP-1 sind verschiedene Zytokine 
(z.B. IL-1b, TNF-a, IFN-g und andere). Aber auch exogene Noxen wie Viren, LPS und 
Phorbolester können die Ausschüttung von MCP-1 auslösen. Es gibt jedoch zusätzlich 
exogene Stoffe, die hemmend auf die MCP-1-Freisetzung wirken, beispielsweise 
Dexamethason (Van Coillie et al. 1999). 
2.2.4.1.2 Eotaxin 
Eotaxin gehört zur Familie der CC-Chemokine und ist an der selektiven Rekrutierung 
eosinophiler Granulozyten beteiligt. Dieser Zelltyp spielt bei der Abwehr parasitärer 
Helminthen, aber auch bei Allergien, entzündlichen und einigen malignen Erkrankungen, wie 
dem Morbus Hodgkin, eine entscheidende Rolle. Daneben ist Eotaxin für die Funktion der 
Eosinophilen von zentraler Bedeutung, weil es die Expression von Integrinen reguliert und für 








besteht aus 74 Aminosäuren, hat ein Molekulargewicht von etwa 9kDa und ist zu 66% 
identisch mit MCP-1 (Van Coillie et al. 1999). Es ist hoch selektiv für seinen Rezeptor CCR3, 
der von eosinophilen Granulozyten, nicht aber von neutrophilen Granulozyten oder 
Monozyten, exprimiert wird, weswegen es auf diese Zellen keinerlei Effekt hat (Baggiolini et 
al. 1997). Eotaxin kann von verschiedenen Zelltypen sezerniert werden. Im Wesentlichen 
wird die Ausschüttung von Eotaxin von den gleichen Stoffen und in gleicher Weise 
beeinflusst, wie dies bei MCP-1 der Fall ist (Van Coillie et al. 1999) (vgl. 2.2.4.1.1). 
2.2.4.1.3 Interleukin-8 
Bei IL-8 handelt es sich um ein CXC-Chemokin, also entgegen der Nomenklatur nicht um ein 
Interleukin, sondern um einen potenten Chemoattraktanten für neutrophile Granulozyten, der 
auch an der Angiogenese beteiligt ist (Strieter 2002). Es kann durch Phagozyten und viele 
Gewebszellen, unter anderen auch A549, produziert werden, wobei gesunde Zellen kaum IL-8 
freisetzen. Im Falle einer Zellschädigung kann die Sezernierung jedoch um den Faktor 10 bis 
100 erhöht werden (Hoffmann et al. 2002). Proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und TNF-
a sind die wichtigsten Stimuli für die Ausschüttung von IL-8 (Baggiolini et al. 1995, 
Kasahara et al. 1991), aber auch exogene Noxen, beispielsweise in Partikelform, sind in der 
Lage eine vermehrte Freisetzung dieses Zytokins zu bewirken (Fritz et al. 2005). ZnO löst, 
vermittelt durch IL-8, das Metallrauchfieber aus (Kuschner et al. 1998). 
2.2.4.1.4 TNF-a 
TNF-a ist ein pleiotroper Mediator akuter Entzündungsreaktionen, der die Zytokinproduktion 
anderer Zellen anregt. Zudem ist er an der Regulation von Zellwachstum und -differenzierung 
sowie an der Induktion von Apoptose und Nekrose beteiligt. Zellen des Immunsystems, aber 
auch epitheliale Zellen, wie z.B. A549 (Spriggs,  et al. 1988), sind in der Lage TNF-a in 
membrangebundener oder freier Form zu generieren (Rahman & McFadden  2006). In der 
Regel wirkt TNF-a nicht zytotoxisch auf Zellen in Zellkultur (Vasalli 1992), dies gilt auch für 









2.3 Physiko-chemische Eigenschaften von Nanopartikeln im Hinblick auf ihre 
Wechselwirkung mit Zellen und Organismen 
2.3.1.1 Interaktionen von Nanopartikeln und Mediumbestandteilen 
Viele Metalloxidnanopartikel, insbesondere auch ZnO und CeOx-NP, sind in der Lage 
Proteine zu adsorbieren (Horie et al., 2009). Die Proteine lagern sich um den Nanopartikel 
herum an und bilden einen Nanopartikel-Protein-Komplex – die sogenannte Proteinkorona –, 
wodurch die weitere biologische Interaktion mit Zellen und Organismen beeinflusst wird  
(Aggarwal et al., 2009). Die Ummantelung der Partikel durch Proteine und andere 
Bestandteile des Mediums bewirkt, dass die eigentlichen Nanopartikel maskiert werden. In 
Abgrenzung zur primären Partikelgröße, die die Abmessungen des Nanopartikels selbst 
meint, bezeichnet man die Größe dieses Nanopartikel-Proteinkomplexes als sekundäre 
Partikelgröße. Aufnahme und Biodistribution der NP hängen wesentlich von der 
Zusammensetzung und den Eigenschaften der Korona ab (Aggarwal et al., 2009; Horie et al., 
2012, Lynch et al., 2007). Die Proteinkorona ist ein dynamisches Gebilde, das einer Kinetik 
unterliegt und einer bestimmten Stöchiometrie gehorcht (Cedervall et al., 2007). Dabei 
werden die zunächst nur lose angelagerten Proteine mit der Zeit immer fester gebunden 
(Casals et al., 2010), wobei sich die Art der gebundenen Proteine von solchen, die in hoher 
Konzentration vorliegen und eine niedrige Bindungsaffinität zeigen, zu jenen, die in 
niedrigerer Menge vorhanden sind, aber eine stärkere Bindungsaffinität besitzen, ändert 
(Cedervall et al., 2007; Lynch et al., 2007). Bestimmte Nanopartikel sind in der Lage die 
Konformation und damit auch die Funktion von Proteinen zu verändern (Lynch et al., 2007). 
Dadurch werden möglicherweise neue Epitope exprimiert und die Aktivität von Enzymen 
sowie die Substratbindungsaffinität verschiedener Proteine können beeinflusst werden 
(Aggarwal et al., 2009; Cedervall et al., 2007; Lynch et al., 2007).  Wenn man die Bildung 
der Proteincorona durch Beschichtung der Nanopartikel verhindert, ändert sich die Toxizität 
der Partikel, wobei Dutta et al. eine deutliche Abnahme der toxischen Wirkung von Silizium-
Nanopartikeln und Single-Walled-Carbon-Nanotubes (SWCNTs) an RAW264.7 Zellen 








Die Adsorption von Mediumbestandteilen, wie Proteinen und Ca2+, durch NP kann dazu 
führen, dass sich der Anteil von für die Zellen lebensnotwendigen Verbindungen im Medium 
deutlich reduziert. Dadurch werden Zellvitalität und Zellvermehrung beeinflusst (Horie et al., 
2009). Die beobachteten Effekte nehmen mit abnehmender Partikelgröße sowie zunehmender 
Partikeldosis zu und können durch die Vorbehandlung der Partikel mit FKS verhindert 
werden (Horie et al., 2009). Bei CeOx-Mikropartikeln wurde kaum Adsorption festgestellt 
(Horie et al., 2011). Bei CeOx und ZnO-NP konnten ab einer Konzentration von 100mg/ml 
keine Proteine in DMEM mit 10% hitzeinaktiviertem FKS mehr vorgefunden werden (Horie 
et al. 2009). Das Adsorptionspotential für zweiwertige Ionen, wie Ca2+ ist für CeOx größer als 
für ZnO, während es für Proteine in gleichem Maße hoch ist (Horie et al. 2009). Die 
Proteinadsorption durch Nanopartikel kann zu Artefakten bei Untersuchungen führen. So 
beobachtete die Gruppe von Veranth 2007 die Adsorption von IL-6 durch verschiedene 
Metalloxidnanopartikel, weswegen eine korrekte Detektion dieses Zytokins im ELISA nicht 
möglich war.  
2.3.1.2 Freisetzung von Metall-Ionen in Wasser und physiologischen Lösungen 
Die Liberation von Metallionen aus Metalloxidpartikeln spielt eine entscheidende Rolle für 
deren Zytotoxizität. Die Menge freigesetzter Ionen ist abhängig von der spezifischen 
Löslichkeit des Metalloxids im Lösungsmittel, vom Konzentrationsgradienten zwischen 
Partikel und Lösung, von der Größe der Partikeloberfläche und vom Ausmaß der 
Partikelaggregation (Borm et al., 2006; Murdock et al. 2008). Insbesondere die beiden zuletzt 
genannten Eigenschaften werden durch den Herstellungsprozess beeinflusst, weswegen die 
Ionenfreisetzung ähnlicher Partikel unterschiedlicher Hersteller durchaus verschieden sein 











Abbildung 2 : Inverse Beziehung zwischen Partikeldurchmesser und Anteil der Oberflächenatome 
Ab einem Partikeldurchmesser von 100nm steigt der Anteil der an der Oberfläche befindlichen Atome 
exponentiell an. (Übernommen aus Oberdörster et al., 2005) 
 
Je kleiner der Partikel ist, desto mehr Atome oder Moleküle befinden sich an seiner 
Oberfläche (vgl. Abbildung 2) und können folglich mit dem umgebenden Lösungsmittel in 
Kontakt kommen und reagieren (Nel et al., 2006). Hinzu kommt ein zweites Phänomen: die 
Löslichkeit eines Stoffes wird üblicherweise mit Hilfe des Löslichkeitsproduktes abgeschätzt. 
Die tatsächliche Löslichkeit ist jedoch höher als das Löslichkeitsprodukt, wobei der 
Unterschied zwischen beiden Größen indirekt proportional zur Teilchengröße und folglich bei 
NP besonders hoch ist (Fan et al., 2006). Auch die Aktivierungsenergie für die Ionenbildung 
ist von den Abmessungen des sich lösenden Festkörpers abhängig (Talapin et al., 2001). 
Darin liegen die Ursachen, dass als markoskopische Festkörper sehr schwer lösliche 
Verbindungen, wie z. B. Zinkoxid als Nanopartikel in Lösung gehen können. Das vermehrte 
Auftreten freier Metallionen ist in der Regel mit einer erhöhten Zytotoxizität assoziiert (De 
Angelis et al., 2012). Es wurde berichtet, dass das Vorhandensein von FKS im Medium die 
Ionenfreisetzung aus ZnO-Nanopartikeln reduziert (De Angelis et al., 2012), während die 
Hsiao und Huang berichten, dass die Verwendung von Serum-freiem Medium die Löslichkeit 
verringere (Hsiao & Huang 2011). Die exakte quantitative Bestimmung von aus 
Nanopartikeln freigesetzten Zn2+-Ionen in physiologischen Lösungen ist sehr kompliziert, da 
freigesetzte Ionen auch wieder von Proteinen gebunden werden können. Deswegen ist es 
plausibel, dass in serumhaltigem Medium mehr Ionen freigesetzt werden, weil durch die 
Bindung der Ionen an die Serumproteine das Löslichkeitsprodukt wieder zugunsten der 
Ionenfreisetzung verschoben wird. Auf der anderen Seite stehen nicht alle diese freigesetzten 
workplace conditions also generate NSPs that
can reach much higher exposure concentra-
tions, up to several hundred micrograms per
cubic meter, than is typically found at ambient
levels. In contrast to airborne UFP exposures
occurring via inhalation at the workplace and
from ambient air, not much is known about
levels of exposure via different routes for NPs,
whether it is by direct human exposure or indi-
rectly through contamination of the environ-
ment. For example, are there or will there be
significant exposures to airborne singlet engi-
neered carbon nanotubes or C60 fullerenes?
First measurements at a model workplace gave
only very low concentrations, < 50 µg/m3, and
these were most likely in the form of aggregates
(Maynard et al. 2004). However, even very low
concentrations of nanosized materials in the air
represent very high particle number concentra-
tions, as is well known from measurements of
ambient UFPs (Hughes et al. 1998). For
example, a low concentration of 10 µg/m3 of
unit density 20-nm particles translates into
> 1 × 106 particles/cm3 (Table 2). Inhalation
may be the major route of exposure for NPs,
yet ingestion and dermal exposures also need
to be considered during manufacture, use, and
disposal of engineered nanomaterials, and spe-
cific biomedical applications for diagnostic and
therapeutic purposes will require intravenous,
subcutaneous, or intramuscular administration
(Table l). It can be assumed, however, that the
toxicology of NPs can build on the experience
and data already present in the toxicology 
literature of ambient UFPs. [Additional details
provided in Supplemental Material available
online (http://ehp.niehs.nih.gov/members/
2005/7339/supplemental.pdf).]
Manufactured nanomaterials in the envi-
ronment. Manufactured nanomaterials are
likely to enter the environment for several rea-
sons. Some are and others will be produced by
the ton, and some of any material produced in
such mass quantities is likely to reach the
environment from manufacturing effluent or
from spillage during shipping and handling.
They are being used in personal-care products
such as cosmetics and sunscreens and can
therefore enter the environment on a continual
basis from washing off of consumer products
(Daughton and Ternes 1999). They are being
used in electronics, tires, fuel cells, and many
other products, and it is unknown whether
some of these materials may leak out or be
worn off over the period of use. They are also
being used in disposable materials such as fil-
ters and electronics and may therefore reach
the environment through landfills and other
methods of disposal.
Scientists have also found ways of using
nanomaterials in remediation. Although many
of these are still in testing stages (Chitose et al.
2003; Jaques and Kim 2000; Joo et al. 2004;
Nagaveni et al. 2004; Nghiem et al. 2004;
Tungittiplakorn et al. 2004), dozens of sites
have already been injected with various nano-
materials, including nano-iron (Mach 2004).
Testing to determine the safety of these NPs
used for remediation to environmentally rele-
vant species has not yet been done. Although
most people are concerned with effects on large
wildlife, the basis of many food chains depends
on the benthic and soil flora and fauna, which
could be dramatically affected by such NP
injections. In addition, as noted by Lecoanet
et al. (2004), nanosized materials may not
migrate through soils at rapid enough rates to
be valuable in remediation. Future laboratory
and field trials will help clarify the line between
remediation and contamination [Supplemental
Material available online (http://ehp.niehs.nih.
gov/members/2005/7339/supplemental.pdf)].
Toxicology of Airborne UFPs
In recent years, interest in potential effects of
exposure to airborne UFPs has increased con-
siderably, and studies have shown that they
can contribute to adverse health effects in the
respiratory tract as well as in extrapulmonary
organs. Results on direct effects of ambient
and model UFPs have been reported from epi-
demiologic studies and controlled clinical
studies in humans, inhalation/instillation
studies in rodents, or in vitro cell culture sys-
tems. For example, several epidemiologic stud-
ies have found ass ciations of ambient UFPs
with adverse respiratory and cardiovascular
eff cts resulting in morbidity and mortality in
susceptible parts of the population (Pekkanen
et al. 1997; Penttinen et al. 2001; Peters
et al. 1997a, 1997b; von Klot et al. 2002;
Wichmann et al. 2002), whereas other epi-
demiologic studies have not seen such associa-
tions (Pekkanen et al. 1997; Tiittanen et al.
1999). Controlled clinical studies evaluated
deposition and effects of laboratory-generated
UFPs. High deposition efficiencies in the total
respiratory tract of healthy subjects were
found, and deposition was even greater in sub-
jects with asthma or chronic obstructive pul-
monary disease. In addition, effects on the
cardiovascular system, including blood mark-
ers of coagulation and systemic inflammation
and pulmonary diffusion capacity, were
observed after controlled exposures to carbo-
naceous UFPs (Anderson et al. 1990; Brown
et al. 2002; Chalupa et al. 2004; Henneberger
et al., 2005; Jaques and Kim 2000; Pekkanen
et al. 2002; Pietropaoli et al. 2004; Wichmann
et al. 2000).
Studies in animals using laboratory-gener-
ated model UFPs or ambient UFPs showed
that UFPs consistently induced mild yet signif-
icant pulmonary inflammatory responses as
well as effects in extrapulmonary organs.
Animal inhalation studies included the use of
different susceptibility models in rodents, with
analysis of lung lavage parameters and lung
histopathology, effects on the blood coagula-
tion cascade, and translocation studies to extra-
pulmonary tissues (Elder et al. 2000, 2002,
2004; Ferin et al. 1991; Ferin and Oberdörster
1992; Kreyling et al. 2002; Li et al. 1999;
Nemmar et al. 1999, 2002a, 2002b, 2003;
Oberdörster et al. 1992a, 1995, 2000, 2002,
2004; Semmler et al. 2004; Zhou et al. 2003).
In vitro studies using different cell systems
showed varying degrees of proinflammatory-
and oxidative-stress–related cellular responses
after dosing with laboratory-generated or filter-
collected ambient UFPs (Brown et al. 2000,
2001; Li et al. 2003). Collectively, the in vitro
results have identified oxidative-stress–related
changes of gene expression and cell signaling
pathways as underlying mechanisms of UFP
effects, as well as a role of transition metals and
certain organic compounds on combustion-
generated UFPs (Figure 3). These can alter cell
signaling pathways, including Ca2+ signaling
and cytokine signaling (e.g., interleukin-8)
(Donaldson et al. 2002; Donaldson and Stone
2003). Effects were on a mass basis greater for
model UFPs than for fine particles, whereas
effe ts for ambi nt UFP cellular responses were
sometimes greater and sometimes less than those
of fine and coarse particles. The interpretation
of the in vitro studies is oftentimes difficult
because particles of different chemical composi-
tions were used, target cells were different, and
duration, end points, and generally high dose
levels also differed. Results from high doses in
particular should be viewed with caution if
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Table 2. Particle number and particle surface area
per 10 µg/m3 airborne particles.
Particle Particle Particle surface





Figure 2. Surface molecules as a function of parti-
cle size. Surface molecules increase exponentially
when particle size decreases < 100 nm, reflecting
the importance of surface area for increased
chemical and biologic activity of NSPs. The
increased biologic activity can be positive and
desirable (e.g., antioxidant activity, carrier capacity
for therapeutics, penetration of cellular barriers),
negative and undesirable (e.g., toxicity, induction
of oxidative stress or of cellular dysfunction), or a


























Ionen als Reaktionspartner zur Verfügung, da die meisten von ihnen von Serumproteinen 
gebunden werden. 
Darüber hinaus ist es messtechnisch schwierig, die Gesamtheit der freigesetzten Zinkionen zu 
quantifizieren, weil bei der Untersuchung, beispielsweise mittels Massenspektrometrie alle 
enthaltenen Partikel entfernt werden müssten, um ein exaktes Ergebnis zu erhalten. Da aber 
Zinkoxid Nanopartikel Proteine adsorbieren (vgl. 2.3.1.1) und adsorbierte Proteine wiederum 
freie  Zinkionen binden können, ist eine vollständige Trennung von Nanopartikeln und 
freigesetzten Ionen praktisch nicht möglich. Verwendet man dagegen z.B. eine 
photometrische Methode, bei der freigesetzte Zinkionen durch einen Fluoreszenzfarbstoff 
gebunden werden, können zwar die Nanopartikel in der Lösung verbleiben, aber hier wird 
wiederum das Löslichkeitsprodukt verändert. Aus den genannten Gründen ist es nicht 
erstaunlich, dass unterschiedliche Gruppen zu kontroversen Ergebnissen kommen. 
 
2.3.1.3 Einfluss von Dispersion und Aggregation auf die Toxizität von Nanopartikeln 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Nanopartikel in Lösungen mit physiologischen pH- 
Werten und Salzkonzentrationen große Aggregate bilden (Bihari et al., 2008; Buford, et al., 
2007; Foucaud et al., 2007; Murdock, et al. 2008). Je kleiner die NP sind, desto größer sind 
ihre die relativen Anziehungskräfte pro Masseneinheit, weswegen die Dispersion in einem 
Medium schwieriger wird (Vippola et al., 2009). Die Verwendung von aggregierten Partikeln 
zur Untersuchung ihrer Toxizität wird als nicht geeignet betrachtet, da diese andere 
biologische Effekte verursachen als gut dispergierte Partikel (Bihari et al., 2008; Buford et al., 
2007; Sager, et al. 2007; Wick, et al. 2007). Die Zell-Nanopartikel-Interaktion wird durch den 
Dispersions- bzw. Aggregationsgrad der Partikel beeinflusst (Lankoff et al., 2012), wobei 
nicht abschließend geklärt ist, ob gut dispergierte, kleine Partikel eine toxischere Wirkung 
besitzen als ihre Aggregate oder größere Partikel. Auffan et al., 2009 konnten über einen 
solchen Zusammenhang berichten, aber Gosens et al., 2010 sahen keine Unterschiede 
hinsichtlich der Toxizität einzelner Gold-Nanopartikel verglichen mit ihren Aggregaten. 
Wahrscheinlich ist es vom Zelltyp und der Art der verwendeten Nanopartikel abhängig, ob 








al., 2012). Für A549 Zellen konnte diese Gruppe zeigen, dass der Dispersionsgrad keinen 
statistisch signifikanten Einfluss auf die aufgenommene Menge von Nanopartikeln hat. Es 
gab jedoch eine Tendenz zur verminderten Aufnahme der Aggregate (Lankoff et al., 2012). 
Zur Dispersion der Partikel wird in der Regel ein Ultraschallbad oder eine Ultraschallspitze 
eingesetzt (Bihari et al., 2008; Lankoff et al, 2012), wobei es eine Schwelle für die zugeführte 
Ultraschallenergie zu geben scheint, ab welcher auch bei höheren Energiemengen keine 
bessere Dispersion der Partikel mehr erreicht wird (Bihari et al. 2008). Zur dauerhaften 
Stabilisierung der entstandenen Suspension, ist es notwendig, den großen interpartikulären 
Anziehungskräften der NP entsprechende abstoßende Kräfte entgegenzusetzen, beispielsweise 
durch die Oberflächenladung, einen bestimmten pH-Wert, sterische Stabilisation oder die 
Nutzung chemischer Stabilisatoren im Sinne eines Surfactanten (Vippola et al, 2009). Bihari 
und Kollegen konnten zeigen, dass die besten Ergebnisse für die Dispersion von TiO (Rutil) 
Nanopartikel erreicht wurden, wenn zuerst die Nanopartikel-Wasser-Lösung einer 
Ultraschallbehandlung unterzogen wurde, anschließend humanes Serum-Albumin (HSA), und 
zuletzt das Kulturmedium hinzugefügt wurde (Bihari et al., 2008). Diese Ergebnisse erzielte 
die Gruppe auch für andere Nanopartikel und mit anderen Stabilisatoren, wie z.B. FKS. 
Vippola et al. konnten zeigen, dass allein FKS im Medium als Stabilisator ausreicht. 
Deswegen haben wir uns für ein analoges Vorgehen entschieden. Ähnliches Regime führten 
auch bei anderen Gruppen zu stabil dispergierten Partikeln (Schulze et al. 2012; Lankoff et 
al., 2012). 
2.3.1.4 Reaktivität von Nanopartikeln 
Wegen der geringen Größe von NP gibt es, insbesondere bei Partikeln, die eine 
Kristallgitterstruktur besitzen, an der Partikeloberfläche Diskontinuitäten im Kristallgitter, die 
mit ungepaarten Elektronen einhergehen. Diese Elektronen, können leicht mit Molekülen aus 
der Umgebung reagieren, wodurch es zur Bildung chemisch hochaktiver Verbindungen 
kommen kann. Ebenso kann die Anregung der Elektronen an der Partikeloberfläche durch 
UV-Strahlung zur Bildung von Elektron-Loch-Paaren und nachfolgend zur Erzeugung freier 








Redox-Partner wirken und auch auf diesem Wege chemisch hochreaktive Verbindungen 
erzeugen (Nel et al., 2006). 
2.4 Biologische Wirkungen von Nanopartikeln 
Biologische Effekte von Nanopartikeln können sowohl positiv und erwünscht, als auch 
negativ, oder beides zugleich sein. Letzteres ist beispielsweise bei der Penetration 
biologischer Membranen der Fall. Diese kann von Vorteil sein, wenn Medikamente auf diese 
Weise ihrer Zielstruktur zugeführt werden, sie kann sich aber auch nachteilig auswirken, etwa 
wenn bei diesem Vorgang die Membran zerstört wird und es dadurch zum Absterben der 
Zelle kommt (Oberdörster et al., 2005). Weitere biologische Wirkungen von Nanopartikeln 
umfassen antioxidative Effekte, die Auslösung von oxidativem Stress, toxische Wirkungen, 
Proteindenaturierung oder –degradation, DNA-Schäden, Immunreaktionen, Bildung von 
Fremdkörpergranulomen und die Veränderung der Regulation des Zellzyklus (Nel et al., 
2006). Die  Folgen einer Nanopartikelexposition können sich wiederum in Abhängigkeit vom 
verwendeten Zelltyp stark unterscheiden (Lanone et al., 2009). 
In den kommenden Abschnitten soll insbesondere auf die biologischen Effekte der im 
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Partikel eingegangen werden. 
2.4.1.1 Biologische Wirkungen von Zinkoxid-Nanopartikeln 
Zinkoxid-Nanopartikel wurden inzwischen von vielen Gruppen weltweit auf ihre 
biologischen Effekte untersucht. Seit langem ist bekannt, dass die Inhalation von ZnO-
Partikeln zum Metallrauchfieber führt (Brown, 1988), weswegen eine toxikologische 
Untersuchung von Zinkoxid-Nanopartikeln an Lungenzellen von großem wissenschaftlichem 
Interesse ist. Es scheint unstrittig, dass Zinkoxid-Nanopartikel hoch zytotoxisch sind (Brunner 
et al., 2006; Yang et al., 2012). Gelegentlich wird die Vermutung geäußert, dass die Ursache 
für die toxische Wirkung von ZnO-NP die Freisetzung von Zn2+  (De Angelis et al., 2012; 
Deng et al., 2009) und Zn(OH)+ (Auffan et al., 2009a) sei. Es wird sogar postuliert, dass die 
gesamten biologischen Effekte von ZnO-NP durch die Löslichkeit von ZnO verursacht 
würden und es bei Verwendung von makroskopischem ZnO, ZnO-NP und ZnCl2 mit 








Andererseits berichten andere Gruppen von einer stärkeren Wirkungen der 
Partikelsuspensionen verglichen mit ihren wässrigen Extrakten oder Lösungen aus ZnCl2 (Cho 
et al., 2012; Lin et al., 2009; Xu et al., 2010; Yang et al., 2012). 
Es kann auch als gesichert angesehen werden, dass ZnO-NP in der Lage sind, oxidativen 
Stress auszulösen und wahrscheinlich darin die Ursache ihrer zytotoxischen Wirkung liegt 
(Huang et al., 2010; Lin et al., 2009). Die Zellexposition mit ZnO-NP führe überdies zu 
einem Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration, ein Parameter, der physiologisch 
sehr eng reguliert wird und dessen Ansteigen eng mit Zelldysfunktion, Zellschädigung und 
Zelltod vergesellschaftet ist (Huang et al., 2010). 
Inzwischen sind die ZnO-NP als Chemotherapeutikum in der Krebstherapie im Gespräch, da 
mehrere Studien eine zytotoxische Wirkung auf verschiedene Krebszelllinien, nicht aber auf 
normale Zellen beschreiben, die wahrscheinlich durch ROS vermittelt wird, welche in 
aktivierten (Krebs-)Zellen stärker induziert werden können als in ruhenden oder normalen 
Zellen (Akhtar et al., 2012; Hanley et al., 2008; Ostrovsky et al., 2009; Taccola et al., 2011). 
Der Zelltod scheint bei einigen dieser Untersuchungen durch Apoptose eingetreten zu sein 
(Akhtar et al., 2012, Hanley et al., 2008), wobei verschiedene Verfahren zum Einsatz kamen. 
Hanley et al. untersuchten das Auftreten von Apoptose mittels Konfokalmikroskopie und 
AV/PI-Färbung sowie einer Methode zur Detektion der Kernfragmentation. Letztere wurde 
auch von Akhtar angewandt. Zusätzlich untersuchte diese Gruppe die RNA- und 
Proteinsynthese für Apoptose assoziierte Proteine. Taccola und Kollegen  sowie die Gruppe 
von Ostrovsky untersuchten nur die Membranintegrität, nicht das Auftreten von Apoptose. 
Diese Gruppen fanden aber deutliche Hinweise für Schäden in der Zellmembran und folglich 
ein Absterben der Zellen auf dem Wege der Zellnekrose (Ostrovsky et al., 2009; Taccola et 
al., 2011). Alle genannten Autoren berichten von einer Dosisabhängigkeit der beobachteten 
Effekte, gelegentlich wird auch eine Schwellendosis angegeben (Akhtar et al., 2012; Taccola 
et al., 2011). 
Zu der Frage, ob auch eine Abhängigkeit der Zytotoxizität von der Größe der untersuchten 
Nanopartikel besteht, gibt es keine eindeutigen Aussagen. Einige Studien bestätigen einen 








kleinere Partikel eine höhere Toxizität zeigten, andere können keine Korrelation feststellen 
(Deng et al., 2009; Lin et al., 2009). Außerdem gibt es Hinweise, dass Form und elektrische 
Eigenschaften die Toxizität von ZnO-Nanopartikeln beeinflussen (Hsiao & Huang, 2011; Xu 
et al., 2010). 
Yang und Kollegen beobachteten bereits kurze Zeit (15 min) nach Zugabe von 100µg/ml 
ZnO-NP zu A549 Zellen Störungen in der Funktion der Ionenkanäle und nach 1h 
Desintegritäten der Zellmembran. Dennoch wurde an einzelnen Zellen noch nach etwa 2h ein 
Auftreten von Membrandeformationen bemerkt, bei denen es sich möglicherweise um 
Apoptosekörperchen handelt (Yang et al., 2012). Das Ausmaß von Membranschänden ist 
zeit- und dosisabhängig (Yang et al., 2012). Auch andere Gruppen berichten von 
Membranschäden, die durch ZnO Nanopartikel ausgelöst wurden (Huang et al., 2010). Die 
Störung der Membranintegrität einer Zelle ist charakteristisches Merkmal einer Zellnekrose 
(vgl. Abschnitt 2.2.3).  
Bei der Untersuchung der Wirkung von ZnO-NP wurde von verschiedenen Gruppen eine 
vermehrte Ausschüttung von Interleukin-8 (De Angelis et al., 2012; Hsiao & Huang, 2011) 
sowie TNF-a (Xia et al., 2008) festgestellt. 
2.4.1.2 Biologische Wirkungen von Ceroxid-Nanopartikeln 
Die veröffentlichten Ergebnisse über die biologischen Effekte von Ceroxid-Nanopartikeln 
sind sehr widersprüchlich. Verschiedene aktuelle Studien berichten über eine antioxidative 
Wirkung von CeOx-Nanopartikeln im Sinne eines Fängers freier Radikale (Hirst et al., 2009; 
Karakoti et al., 2008), das Vorliegen einer Superoxiddismutase(SOD)-ähnlichen Aktivität 
(Heckert et al., 2008, Korsvik et al., 2007) , die Fähigkeit dieser Partikel Kardiomyopathien 
(Niu et al., 2007; Niu et al., 2011) und Neuronenschäden (Das et al., 2007; Schubert et al. 
2006) zu vermeiden, sowie normale Zellen, nicht aber Tumorzellen, vor den Auswirkungen 
einer Bestrahlung zu schützen (Colon et al., 2009; Colon et al., 2010; Tarnuzzer et al., 2005). 
Diese Studien erklären den beobachteten Effekt zumeist mit Hilfe eines Redox-Zyklus: Ce3+ ® 
Ce4+ + e- ® Ce3+, der zu einer SOD-ähnlichen Aktivität führt, die sogar größer sei, als die des 








Radikale in eine der beiden Richtungen katalysiert werden. Die Rückreaktion kann auch 
aufgrund von Gitterlücken und freien Valenzen an der Nanopartikeloberfläche autokatalytisch 
stattfinden, für die aber eine gewisse Ausgangsmenge an dreiwertigem Cer notwendig ist 
(Celardo et al., 2011; Karakoti et al., 2008). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen beschreiben 
andere Studien eine zytotoxische Wirkung unterschiedlichen Ausmaßes und die Generierung 
reaktiver Sauerstoffspezies durch CeOx-NP (Brunner et al., 2006; Kroll et al., 2011; Lin et 
al., 2006; Park et al., 2008, Thill et al., 2006). Horie et al. beschreiben ein 
konzentrationsabhängig ambivalentes Verhalten dieser Partikel: bei geringen CeOx-NP 
Konzentrationen wirkten diese als Antioxidans, erst bei hohen Konzentrationen von 200µg/ml 
komme es zur ROS-Bildung, die jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Zellvitalität habe, 
im MTT-Test ging diese um 10 bis 20% zurück. Apoptose, Membranschädigungen oder eine 
Proliferationshemmung traten bei A549 nicht auf (Horie et al., 2011). Horie bringt in diesem 
Zusammenhang die Hypothese ins Spiel, dass die antioxidative Wirkung von CeOx-NP nur 
eine scheinbare sei, als Resultat eines Aktivitätsanstieges des zelleigenen antioxidativen 
Apparats (Horie et al., 2011). Die Ergebnisse von Karakoti et al. stützen diese These jedoch 
nicht. Eine mögliche Erklärung für diese konträren Resultate könnte in der Kombination der 
im Rahmen der Untersuchungen verwendeten Zellen (Asati et al., 2010; Brunner et al, 2006; 
Kroll et al.,  2011; Park et al., 2008) und der Oberflächenladung der benutzten Nanopartikel 
liegen. Asati et al. berichten, dass einige Zelllinien CeOx-Partikel beliebiger 
Oberflächenladung aufnehmen, andere aber nicht. Werden die Partikel im Zytosol 
aufgenommen, entfalten sie keine toxische Wirkung. Sind sie dagegen im Lysosomen zu 
finden, kommt es zu einer Abnahme der Zellvitalität. (Asati et al., 2010). Beispielsweise 
fanden sich bei A549 (positiv oder negativ) geladene Partikel im lysosomalen Kompartiment, 
folglich gingen die Zellen zugrunde. Neutrale CeOx Partikel hingegen waren im Zytoplasma 
befindlich und hatten keinen Einfluss auf die Vitalität (Asati et al., 2010). Im Gegensatz dazu 
beschreibt eine andere Gruppe eine perinukläre Lokalisation von CeOx-NP-Aggregaten im 
Zytoplasma, die ROS-Generierung und Apoptose bei Beas-2B-Zellen auslösen (Eom & Choi, 
2009; Park et al., 2008). Interessant ist, dass von anderen Forschern antioxidative und 








untersuchten Zellen nicht internalisiert wurden (Celardo et al., 2011). Auffan et al. 
beobachteten in einer anderen Studie zwar keine Beeinflussung der Zellvitalität dermaler 
Fibroblasten, wohl aber eine Schädigung von Chromosomen und DNA, durch oxidativen 
Stress (Auffan et al., 2009b).  Es wurde aufgrund der Interaktion mit Proteinen und anderen 
Bestandteilen des Mediums eine Verschiebung zwischen Ce3+ und Ce4+ zugunsten des 3-
wertigem Cer festgestellt (Auffan et al., 2009b), auch Asati et al. berichten von einer 
Oxidaseaktivität von CeOx-NP. Die Effekte waren, bezogen auf die spezifische Oberfläche 
der untersuchten NP, für Nano- und Mikroteilchen identisch (Auffan et al., 2009b). Auch eine 
andere Gruppe konnte keine Abhängigkeit der Zytotoxizität der untersuchten Partikel von 
ihrem Durchmesser feststellen, obwohl hier nicht bezüglich der spezifischen Oberfläche 
normalisiert wurde (Park et al., 2008). Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei ZnO scheint für 
CeOx-Nanopartikel die Freisetzung von Ionen für ihre Toxizität keine Rolle zu spielen (Horie 
et al., 2011), obwohl sie in einem gewissen Umfang in Medium (DMEM) mit 10%FKS 
löslich sind (Kroll et al., 2011). Eine weitere Ursache für die stark differierenden Ergebnisse 
könnte im Herstellungsprozess der untersuchten Partikel liegen, dessen Bedeutung bereits in 
Abschnitt 2.3.1.2 hervorgehoben wurde. Je nach Art der Nanopartikelsynthese gelangten 
Karakoti et al. zu unterschiedlichen Ergebnissen im MTT-Test. Während in Wasser 
hergestellte Partikel zu einem Rückgang der Vitalität führten, zeigten in Dextran, 
Polyethylenglycol  oder Polylactid-co-Glycolid (PLGA) synthetisierte Partikel sogar eine 
höhere Vitalität als die Kontrolle (Celardo et al., 2011; Karakoti et al., 2008).  Auch Celardo 
et al. und Hirst et al. postulieren einen antiapoptotischen Effekt von CeOx-NP aufgrund ihrer 
antioxidativen Eigenschaften (Celardo et al., 2011, Hirst et al., 2009). Überdies scheinen 
CeOx-Nanopartikel, auf dem Wege einer Inhibierung von NF-kB, eine verminderte 
Transkription der Gene der Entzündungsmediatoren IL-1b, IL-6 und TNF-a zu verursachen 











3.1.1 BD FACSCalibur 
Das BD FACSCalibur (BD Biosiences, Franklin Lakes, New Jersey) ist ein 
Durchflusszytometer, das die quantitative Analyse und molekulare Charakterisierung von 
Zellen ermöglicht.  Ein Durchflusszytometer besteht im Wesentlichen aus einer Messzelle, 
einem Flüssigkeitssystem, einem oder mehreren Lasern und verschiedenen Detektoren (siehe 
Abbildung 4). Das verwendete System verfügt über zwei Laser, einen blauen Laser mit einer 
Wellenlänge von 480 nm und einen roten Diodenlaser, der Licht einer Wellenlänge von 635 
nm emittiert. 
Aufgrund des geringen Durchmessers der Kanüle in der Messzelle und der hydrodynamischen 
Fokussierung der Zellsuspension durch das Flüssigkeitssystem, werden die Zellen bei der 
Passage vereinzelt und innerhalb der Messkapillare zentriert (vgl. Abbildung 3). 
.  
Abbildung 3 Vereinzelung der Zellen im Durchflusszytometer 
Durch den Flüssigkeitsstrom kommt es zur Separation und Zentrierung der Zellen innerhalb der Messzelle. 
 
 
Die einzelnen Zellen durchlaufen den Fokus eines Laserstrahls, wobei mit Hilfe eines 
optischen Systems verschiedene Streulicht- und Fluoreszenzsignale detektiert werden können. 








Fluoreszenzfarbstoffen angefärbt, um bestimmte Eigenschaften messbar zu machen. Die 
gemessenen physikalischen und molekularen Parameter werden zellbezogen 
multiparametrisch gemessen und gespeichert. 
Bei der Passage der Zelle durch den Laserfokus werden Vorwärts- (FSC) und 
Seitwärtsstreuung (SSC) detektiert. FSC wird hier als Maß für die Zellgröße verwendet. 
Genaugenommen ist es jedoch nicht nur von der Größe, sondern auch von der Form der 
Zellen abhängig. Da es sich jedoch bei den untersuchten Zellen um den gleichen Zelltyp nach 
einem definierten Ablösevorgang handelt, ist davon auszugehen, dass alle untersuchten Zellen 
die gleiche sphärische Form besitzen. Das SSC-Signal liefert Daten über die Binnenstruktur  
der Zelle, die üblicherweise als Granularität bezeichnet wird. Da das stärkere FSC-Signal mit 
zunehmendem Winkel schwächer wird, wird das isotrop, an kleinen Strukturen im Inneren der 
Zelle gestreute, SSC-Signal unter einem Winkel von 90° gemessen (vgl. Abbildung 4). 
Durch ein optisches System mit verschiedenen Farbteilerspiegeln und optischen Bandpässen 
werden die unterschiedlichen Fluoreszenzsignale getrennt. Dabei ist es wichtig, dass die 
verwendeten Farbstoffe zu den mit dem Gerät messbaren Wellenlängen passen und sich 
untereinander unterscheiden, um die Fluoreszenzsignale eindeutig voneinander trennen zu 
können. Die Signale werden schließlich mit Hilfe von Photomultipliern detektiert und 
zellspezifisch in einer Liste im Flow Cytometry Standard Format gespeichert.  
Unabhängig von der Datenerhebung erfolgt im Anschluss der Datenauswertung, die mit Hilfe 
des Programms WinMDI 2.9 (geschrieben von Joe Trotter, Scripps Research Institute, La 









Abbildung 4 Aufbau des Durchflusszytometers BD FACSCalibur 
Das BD FACSCalibur verfügt über einen blauen Laser mit einer Wellenlänge von 480 nm und Diodenlaser, der 
rotes Licht mit einer Wellenlänge von 635 nm emittiert. Neben der Detektion der Foward- und Side-Scatter-
Signale können über ein System aus Farbteilerspiegeln und optischen Bandpässen Signale auf vier 
verschiedenen Fluoreszenzdetektoren gemessen werden. 
3.1.2 Tecan Infinite Reader M200 
Beim Infinite Reader M200 (Tecan, Männedorf, Schweiz) handelt es sich um ein Messgerät 
von Mikrotiterplatten, mithilfe dessen photometrische und fluorometrische Untersuchungen 
durchgeführt werden können. In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung des MTT-Umsatzes 









3.1.3 Sonstige Laborausrüstung 
Brutschrank Function Line Heraeus Hanau 
Zentrifuge Biofuge Primo R Heraeus Hanau 
Sicherheitswerkbank HeraSAFE Heraeus Hanau 
Spitzenultraschallgenerator Sonifier 250 Branson Danbury, Connecticut 
Präzisionswaage    
Kühlschrank    
Gefrierschrank    
Millipore Wasserfilter    
Vortexer    




Wasserbad    
Pipettierhilfe    
Eppendorf-Pipette  Eppendorf AG Hamburg 
Mini-Spin-Zentrifuge Mini-Spin-Zentrifuge Eppendorf AG Hamburg 
Millipore-Wasserbereiter    










6-Well-Platte Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 
96-Well Mikrotiterplatte Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 




5ml Spritze B. Braun AG Melsungen 
Injektionskanüle Ø 0,8mm B. Braun AG Melsungen 
Spitzen für Eppendorf-Pipette 
(1ml, 200µl, 10µl) 
  
Pipetten (25ml, 10ml, 5ml, 2ml, 
1ml) 
Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 
cm2 oder 175 cm2) 
Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 










Für die Untersuchungen wurden A549 Zellen, bezogen über die American Type Culture 
Collection (ATCC), in Deutschland vertreten durch die LGC Standards GmbH in Wesel, 
verwendet. Dieser Zelltyp wurde ausgewählt, da er gut als Modell für eine 
Inhalationsexposition mit Nanopartikeln geeignet ist. 
Das Tumorgewebe, aus dem die A549-Zelllinie hervorging, wurde im Jahre 1972 aus dem 
Tumor eines 58-jährigen Patienten europäischer Abstammung gewonnen. Bereits 1973 wurde 
von der Gruppe um Giard ein Protokoll zur Kultivierung dieser Zellen veröffentlicht. A549 
weisen große strukturelle Ähnlichkeiten zu Typ-II-Pneumozyten auf und sind in der Lage 
Surfactant zu sezernieren. Die Zellen wachsen adhärent als Monolayer und haben eine 
Verdopplungszeit von etwa 48h (Lieber et al. 1976). 
3.3 Chemikalien 
3.3.1 Nanopartikel 
Ceroxid von Evonik Degussa, Essen (S), vorliegend als weißes Pulver 
Ceroxid von Plasmachem, Berlin (Konzentration 50 mg/ml) (U), vorliegend als gelbliche 
Dispersion 
 
Zinkoxid von Plasmachem, Berlin (G2) 









3.3.2 Chemikalien für Zellkultur 
RPMI 1640 mit Phenolrot PAA Laboratories Paschen, Österreich 
RPMI 1640 ohne Phenolrot PAA Laboratories Paschen, Österreich 
PBS with Calcium, Magnesium (PBS mit 
Ca2+) 
PAA Laboratories Paschen, Österreich 
PBS without Calcium, Magnesium (PBS 
ohne Ca2+) 
PAA Laboratories Paschen, Österreich 
Fetales Kälberserum (FKS) 30min bei 
65°C hitzeinaktiviert 
Biochrom Berlin 
10x Trypsinlösung (TRY) Invitrogen Carlsbad, Kalifornien 
100x Penicillin-Streptomycin (PenStrep) PAA Laboratories Paschen, Österreich 
Tabelle 5: Chemikalien für Zellkultur 
3.3.3 Sonstige Chemikalien und Kits 
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (mit Annexin-V und Propidiumiodid Farbstoffen, 
Binding-Buffer) Firma BD Pharmingen, Franklin Lakes, New Jersey 
 
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim als Lösung in 
PBS (c=5mg/ml) (MTT-Lösung) 
 




Human CCL2/MCP-1   DY279 R&D DuoSet R&D Systems, Minneapolis, USA 
Human IL-8/CXCL-8 DY208 R&D DuoSet R&D Systems, Minneapolis, USA 
Human Eotaxin /CCL-11 DY320 R&D DuoSet R&D Systems, Minneapolis, USA 













MCP-1 IL8 Eotaxin TNF-a 
Standard 90 ng/ml 110 ng/ml 60 ng/ml 340 ng/ml 
Capture Antibody 180 µg/ml 720 µg /ml 360 µg /ml 720 µg /ml 
Detection Antibody 18 µg /ml 3,6 µg /ml 18 µg /ml 45 µg /ml 
Tabelle 6 Konzentrationen der Lösungen in den Zytokin-ELISA Kits von R&D Systems 
 
Weitere Gebrauchslösungen für Zytokin-ELISAs: 
 
Waschpuffer 0,05% Tween-20 (Sigma Aldrich, Steinheim) in PBS   
 
Reagent Diluent 1% BSA in PBS 
 (Lösungskonzentrat von R&D [DY995] 10x in Milliporewasser verdünnt) 
 
Substrat-Lösung gebrauchsfertige TMB-Lösung  
(Thermo Scientific [N301], Waltham, Massachusetts) 
 
Stopp-Lösung1M H2SO4  
 
Streptavidin-HRP Stammlösung-Aliquote; 














4.1 Zellkultivierung von A549 
Die Zellkultivierung der adhärenten A549 Zellen erfolgte im Brutschrank (bei 37°C und 5% 
CO2) in Zellkulturflaschen von 25 cm2, 75 cm2 oder 175 cm2. Als Kulturmedium wurde RPMI 
1640 versetzt mit 10% FKS und 1% PenStrep verwendet. 
Zur Passagierung der Zellen wurde von der zu 60 bis 90% konfluenten Zellkulturflasche der 
Überstand entfernt, anschließend wurde zweimal mit PBS (ohne Ca2+) gewaschen. Danach 
erfolgte, je nach Größe der verwendeten Zellkulturflasche, die Zugabe von 1,5ml, 4ml oder 
8ml Trypsinlösung mit einer Temperatur von ca. 37°C. Die Trypsinlösung konnte nun ca. 5 
min im Brutschrank auf die Zellen einwirken. Dann wurde die Ablösung der Zellen unter dem 
Mikroskop verfolgt. Nach vollständiger Ablösung der Zellen wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 3 ml, 8 ml bzw. 16ml Kulturmedium gestoppt, die Zellen wurden für 5 Minuten 
bei 300 g zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen.  Nun wurden die Zellen mittels einer 
Braun-Spritze, einer Injektionskanüle mit einem Innendurchmesser von 0,8mm und einer 
geringen Menge  Kulturmedium resuspendiert, um eventuell aggregierte Zellen zu separieren. 
Anschließend wurde eine definierte Menge Kulturmedium hinzugefügt. Nun erfolgte die 
genaue Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauerzählkammer, hiernach konnten Zellen für 
die Versuchsansätze gewonnen werden, die übrigen Zellen wurden je nach Anzahl in eine 
neue Zellkulturflasche eingesät (ca. 3x106 Zellen bei 175 cm2, 106  Zellen bei 75 cm2 und ca. 
0,3x106 Zellen bei 25 cm2). 










4.2 Zellaussaat für Versuchsansätze 
Für die Zellaussaat wurde, die wie in 4.1 beschrieben, gewonnene Zellsuspension durch 
weitere Zugabe von Kulturmedium auf eine Konzentration von 75.000 Zellen/ml Medium 
verdünnt. Alle Arbeitsschritte erfolgten weiterhin unter der Sterilwerkbank. Für die 
zytometrischen Untersuchungen und die Zytokin-ELISAs wurden 2 ml der Zellsuspension  
in jedes Well von 6-Well-Platten der Firma Greiner eingesät. Dies entspricht einer 
Zellkonzentration von 150.000 Zellen/Well. Es erfolgte keine besondere Vorbehandlung der 
Wells. Für die Untersuchungen mittels MTT-Test wurden 80µl der Zellsuspension in 96-
Well-Platten der Firma Greiner pipettiert. Dies entspricht einer Zellzahl von 6.000 
Zellen/Well. Das Aussaatschema entspricht Abbildung 5. Die äußeren Wells wurden nur mit 
PBS gefüllt, um eine sich aus einer ungleichmäßigen Temperaturverteilung ergebende 
Asymmetrie des Versuchsaufbaus zu vermeiden. Die Zellzahl/Fläche (16.000 Zellen pro cm2) 
und die Füllhöhe des Kulturmediums im Well sind bei beiden Plattentypen identisch. 
 
Abbildung 5 Aussaatschema 96-Well-Platte 
Die äußeren Wells wurden mit PBS befüllt, um eine homogene Temperaturverteilung für alle Wells, die der 










4.3.1 Begriffsbestimmung Ultraschallbehandlung 
Die Präparation der Nanopartikeldispersionen erfolgte mit dem Spitzenultraschallgenerator 
unter Verwendung einer konischen Ultraschallspitze mit einem apikalen Durchmesser von 
5mm bei den Geräteeinstellungen Stufe 4 und 50% Intensität für eine Minute. Diese 
Vorgehensweise wird im Folgenden als Ultraschallbehandlung bezeichnet. 
 
4.3.2 Herstellung der Nanopartikelstammlösungen 
Bei allen Nanopartikeln, außer U Ceroxid, lagen die gelieferten Partikel in Form eines weißen 
Pulvers vor. Um definierte Mengen Nanopartikel in das Kulturmedium einbringen zu können, 
wurde eine Stammdispersion mit definierter Konzentration hergestellt. Dazu wurde zunächst 
ein Mikroreaktionsgefäß, in dem die Stammdispersion bereitet werden sollte mit der 
Präzisionswaage gewogen. Mit Hilfe eines Metallspatels wurde unter der 
Sicherheitswerkbank eine diskrete Menge des Nanopartikelpulvers in das 
Mikroreaktionsgefäß gefüllt. Anschließend erfolgte eine erneute Bestimmung der Masse. 
Durch Bildung der Differenz konnte die Masse der im Reaktionsgefäß befindlichen 
Nanopartikel bestimmt werden. Durch Hinzufügen der entsprechenden Menge an sterilem 
Millipore-Wasser wurde eine Nanopartikeldispersion der Konzentration 5 mg/ml hergestellt. 
U Ceroxid wurde als wässrige Lösung mit einer Konzentration von 50 mg/ml geliefert. Durch 
Verdünnen mit der entsprechenden Menge an sterilem Millipore-Wasser wurde auch hier eine 
Stammdispersion mit einer Konzentration von 5 mg/ml hergestellt. 
Die Aufbewahrung der Nanopartikelstammlösungen erfolgte bei 4°C. 
4.3.3 Nanopartikelpräparation mit FKS 
Die Präparation der Nanopartikel mit FKS erfolgte analog Abbildung 6. Bei Entnahme der 
Stammlösung aus dem Kühlschrank, hatte eine deutliche Sedimentation der Partikel 
stattgefunden, so dass die Suspension mittels Vortexgerät und manuellem Schütteln wieder in 








zügige Entnahme mittels Eppendorf-Pipette und die Überführung in ein steriles 1,5 ml 
Mikroreaktionsgefäß, in welchem die Ultraschallbehandlung unter nicht-sterilen Bedingungen 
bei gleichzeitiger Kühlung erfolgte. Unter sterilen Bedingungen wurde die 
Nanopartikeldispersion in FKS (v/v, 1/5) verdünnt und nochmals mit Ultraschall unter 
gleichen Bedingungen behandelt. Mit anschließender Zugabe von Medium (RPMI 1640 
supplementiert mit 1% PenStrep) wurde eine 100 µg[NP]/ml[Medium] in Kulturmedium 
versetzt mit 10%FKS und 1% PenStrep hergestellt. 
Hier zeigte sich eine gute und stabile Dispergierung der Partikel. Auch nach mehreren Tagen 
Standzeit bildete sich kein sichtbarer Bodensatz. Aus dieser Stammlösung wurden durch 




Abbildung 6: Nanopartikelpräparation mit FKS 
 
 
4.3.4 Nanopartikelpräparation ohne FKS 
Die Herstellung der Nanopartikel-Medium-Dispersion ohne FKS erfolgte wie in Abbildung 7 
dargestellt. Auch hier wurde das Reaktionsgefäß während der Ultraschallbehandlung mit Eis 








unmittelbar mit RPMI 1640 (mit 1% Penicillin/Streptomycin)  versetzt und erneut unter 
Kühlung mit Ultraschall behandelt. Diese Dispersion erwies sich als weniger stabil als die 
FKS enthaltende Dispersion. Bereits nach einigen Minuten bis wenigen Stunden, je nach 
verwendetem Partikel, bildete sich ein sichtbarer Bodensatz. 
Durch Verdünnung der Stammlösung (100µg/ml) in Kulturmedium (RPMI 1640 und 1% 
PenStrep) wurden verschieden konzentrierte NP-Dispersionen hergestellt. 
 











Vor der Nanopartikelexposition wurden die ausgesäten Zellen 24h kultiviert, um die 
Adhärenz der Zellen an den Boden der Mikroplatten (6/96-well) zu gewährleisten. 
Zunächst wurden unter sterilen Bedingungen der Zellüberstand entfernt und die Zellen mit 
PBS ohne Ca2+ gewaschen. Anschließend wurde das Kulturmedium (mit oder ohne FKS) mit 
der entsprechenden Konzentration an Nanopartikeln hinzugefügt.  Es wurde stets eine 
Kontrolle, bei der die Zellen nur mit Kulturmedium Kontakt hatten, mitgeführt. Die 
verwendeten Konzentrationen für Ceroxid waren 3 µg/ml, 30 µg/ml und 100 µg/ml; die für 
Zinkoxid waren 3µg/ml, 10 µg/ml und 30 µg/ml. 
Schließlich erfolgte im Brutschrank die  jeweilige Inkubation für 6, 12, 24, 48 oder 72h. 
4.5 MTT-Test 
4.5.1 Theoretische Grundlagen 
Der MTT-Test ist eine der am häufigsten genutzten Methoden zur Untersuchung der 
Zellproliferation und –vitalität (Liu et al.  1997). Die Vorteile der von Mosmann 1983 
vorgestellten Methode bestehen in der einfachen und schnellen Durchführbarkeit, den 
geringen Kosten sowie dem niedrigen apparativen Aufwand. Das gelbe MTT ((3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) wird nur von lebenden Zellen zu 
einem schwerlöslichen dunkelblauen Formazan reduziert (Mosmann 1983).  Als 
Reduktionsmittel bzw. Protonendonatoren dienen hierbei Succinat aus der Atmungskette 
sowie die Pyridinnukleotid-Cofaktoren NADH und NADPH, wobei letztere den 
überwiegenden Teil beitragen (Berridge & Tan 1993). Während man lange Zeit davon 
ausging, dass die MTT-Reduktion ausschließlich in Mitochondrien stattfinde (Slater et al. 
1963), stellt es sich nach neueren Ergebnissen von Liu et al. dar, als sei die MTT Reduktion 
mit Vesikeln assoziiert, die teilweise dem endosomalen/lysosomalen Kompartiment 








Im Folgenden wird der MTT-Test als Maß für die Zellvitalität und die Zahl der lebenden 
Zellen nach der Exposition mit NP verwendet. 
 
4.5.2 Labortechnische Durchführung 
Nach Abschluss der Nanopartikelinkubation wurden in jedes Well der 96-Well-Platte 8,8 µl  
MTT-Lösung (5mg/ml MTT in PBS ohne Ca2+) pipettiert, dies entspricht einer Konzentration 
von der MTT-Lösung 10%Vol bzw. 0,5mg/ml MTT. Danach erfolgte eine erneute Inkubation 
für 3h im Brutschrank. Anschließend wurden die Platten für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert, wobei das Formazan vollständig ausfällt. Dann wurden die Überstände entfernt. Bis 
zur Auswertung des Assays wurden die Platten bei -20°C gelagert. 
In jedes Well wurden 200 µl DMSO gegeben, um die Formazankristalle aufzulösen. Nach 
sorgfältigen Durchmischen der Lösung wurden schließlich 150µl in ein Mikroreaktionsgefäß 
überführt. Dieses wurde in der Mini-Spin-Zentrifuge bei 10.000 Umdrehungen/Minute für 5 
Minuten zentrifugiert, um etwaige in der Lösung befindliche Nanopartikel zu entfernen. Zum 
Schluss wurden 100 µl vom Überstand der zentrifugierten Lösung in eine neue 96-Well-Platte 
überführt. Danach erfolgte die Absorptionsmessung am Mikroplatten-Messgerät bei 570nm 
und einer Referenzwellenlänge von 630nm.  
Jede Messung erfolgte im Triplikat. Als Messwert wurde der Mittelwert der drei gemessenen 
Werte verwendet. Die Messdaten wurden vom Dienstprogramm des TECAN-Readers 
automatisch zu MS Excel exportiert. 
Die Auswertung der Daten erfolgte ebenfalls mit MS Excel. 
 
4.6 Annexin-V/Propidiumiodid-Assay 
4.6.1 Prinzip der Annexin-V/Propidiumiodid-Färbung 
Wie unter 2.2.2 beschrieben, ist Apoptose mit einer Verschiebung der Phosphadidylserin-
Asymmetrie verbunden, weswegen PS bei apoptotischen Zellen extrazellulär exprimiert wird. 








Calcium-abhängig, eine hohe Bindungsaffinität zu PS zeigt (Vermes et al., 1995). Da auch bei 
nekrotischen Zellen PS auf die Außenseite der Zellmembran befindlich sein kann (Vermes et 
al., 1995), ist neben der Annexin-V-Färbung auch eine Färbung mit Propidiumiodid (PI) 
notwendig, um nekrotische Zellen von apoptotischen zu unterscheiden. Aufgrund der 
Desintegrität der Zellmembran nekrotischer Zellen kann hier PI in die Zellen eindringen. 
Damit ergibt sich die Ergebnismatrix aus Abbildung 8. 
Es ist zu beachten, dass nicht nur primär apoptotische Zellen anschließend spätapoptotisch 
werden können, sondern auch Zellen, deren Zellwandintegrität durch die Nekrose bereits 
stark geschädigt ist, gleichsam „von innen“ nicht nur mit Propidiumiodid, sondern auch mit 
Annexin-V gefärbt werden können (Saikumar et al., 1999).  Man könnte diesen Zustand also 
genauso gut „spätnekrotisch“ oder „stark nekrotisch“ nennen. Lediglich aufgrund der 
verbreiteten Verwendung soll nachfolgend weiter von „spätapoptotisch“ gesprochen werden. 
 














4.6.2 Labortechnische Durchführung 
Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Überstand der 6-Well-Platten  entfernt und in ein 
Mikroreaktionsgefäß überführt, da nicht adhärente Zellen im Überstand befindlich sind. Es 
folgte ein 5min dauernder Zentrifugationsschritt bei 300g und 4°C. Der Überstand wurde 
abgenommen und für die Zytokin-ELISAs bei -20°C aufbewahrt. Dann wurden die Wells 
einmal  mit 1 ml PBS ohne Ca2+ gewaschen, das PBS wurde ebenfalls in das zugehörige 
Mikroreaktionsgefäß überführt, um auch schwach adhärente Zellen in die Untersuchung mit 
einbeziehen zu können. Anschließend wurden 0,5 ml Trypsinlösung mit einer Temperatur von 
37°C zugegeben und solange inkubiert bis eine vollständige Ablösung der Zellen 
mikroskopisch nachweisbar war. 
Die Reaktion wurde sodann durch Zugabe von 1 ml Kulturmedium gestoppt.  Der Inhalt der 
Wells wurde gut durchmischt und danach ebenfalls in das zugehörige Mikroreaktionsgefäß 
gegeben.  Es folgte eine Zentrifugation für 5 Minuten bei 300g, wobei sich ein Pellet bildete. 
Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 1ml kaltem PBS mit Ca2+ gewaschen, gefolgt 
von einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 300g für 5 Minuten.  Der Überstand wurde 
wiederum entfernt. Inzwischen wurde entsprechend der Vorgaben aus dem Annexin-V-
Apoptosis Detection Kit ein Reaktionsgemisch aus 100 µl Bindepuffer, 4 µl Propidiumiodid 
(PI) und 2 µl Annexin-V hergestellt (die Mengenangaben beziehen sich auf eine Probe).  Es 
folgte eine Inkubation für 20 Minuten unter lichtarmen Bedingungen, dann wurden 400 µl 
Bindepuffer zugegeben, um die Färbereaktion zu stoppen. Unmittelbar im Anschluss wurden 
die Proben am Durchflusszytometer gemessen.  
 
4.6.3 Datenauswertung 
Die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe des Programms WinMDI 2.9, mit dem im Flow 








Zunächst wurde mit Hilfe einer Density-Plot-Darstellung von Forward- und Side-Scatter ein 
Gating durchgeführt, um Zellen von detektierten Nanopartikelaggregaten und anderen 
Störsignalen zu trennen (vgl. Abbildung 9). 
 
Abbildung 9 Gating zur Trennung von Zellen und anderen detektierten Bestandteilen der Messlösung 
Enthaltene Zellen weisen eine charakteristische Größe von SSC und FSC, also Größe, Form und Granularität, 
auf und können so gut von anderen in der Messlösung enthaltenen Objekten getrennt werden 
 
Anschließend wurden lediglich die im interessierenden Bereich befindlichen Objekte in einem 
weiteren Density Plot, der die beiden genutzen Fluoreszenzkanäle gegeneinander abbildet, 
dargestellt. Auf diese Weise konnten Zellen, die mit keinem, einem, oder beiden verwendeten 
Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt waren, voneinander entsprechend der Ergebnismatrix aus 
Abbildung 8 unterschieden werden. Dazu wurde ein Fadenkreuz in den Density-Plot gelegt, 
um die unterschiedlichen Areale gegeneinander abzugrenzen (vgl. Abbildung 10). Neben der 
graphischen Darstellung ist es auch möglich, sich die genauen Werte für die Quantität der 
Zellen in den jeweiligen Zuständen als Tabelle ausgeben zu lassen. Diese Funktion wurde 












   
Abbildung 10 Unterscheidung von vitalen, apoptotischen, spätapoptotischen und nekrotischen 
Zellen im Density Plot von Fluoreszenzkanal 1 gegen Fluoreszenzkanal 3 
Durch das Festlegen der Position des Fadenkreuzes wird eine Schwelle für das detektierte Signal 
festgelegt, ab welcher die Zellen als mit einem der verwendeten Farbstoffe gefärbt gelten. Im oberen 
linken Bereich werden nekrotische, im oberen rechten Bereich spätapoptotische Zellen dargestellt. 
In den unteren Arealen sind links vitale und rechts apoptotische Zellen repräsentiert. 
Exemplarisch werden zwei Bespiele für mögliche Verteilungen dargestellt. Abbildung a) zeigt die 
Verteilung in der Kontrolle nach 72h. Auch nach dieser langen Kultivierungszeit sind nahezu alle 
vorhandenen Zellen vital. In Abbildung b) sieht man die Verteilung der unterschiedlichen 
Zellzustände nach Zugabe von 30µg/ml G2-ZnO Nanopartikeln ebenfalls nach 72h. Hier zeigt sich 
eine deutliche Verschiebung der gemessenen Fluoreszenzen in den oberen Bereich von 
Fluoreszenzkanal 3. Die Zellen sind also mit Propidiumiodid gefärbt, folglich nekrotisch und 
spätapoptotisch. Die Zahl vitaler Zellen ist deutlich reduziert. Der linke untere Bereich ist praktisch 








4.7  Zytokin-ELISAs 
4.7.1 Prinzip eines Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA) 
Bei einem ELISA handelt es sich um ein Verfahren zur quantitativen 
Konzentrationsbestimmung von Proteinen und kleineren biologischen Stoffen wie Zytokinen 
oder Hormonen. Es nutzt die hohe Sensitivität und Spezifität der Antigen-Antikörper-
Reaktion und die enzymatische Umsetzung eines Substrates zur Detektion und Visualisierung 
der Konzentration des enthaltenen zu untersuchenden Stoffes, der als Antigen wirkt. Kits für 
die verschiedensten interessierenden biochemischen Objekte (Proteine, Hormone, Viren, 
Zytokine etc.) sind kommerziell verfügbar. Abbildung 11 zeigt die grundsätzliche 
Funktionsweise eines ELISA. 
Bei der Durchführung von ELISA-Assays in Anwesenheit von Nanopartikeln ist zu 
bedenken, dass Zink- und Ceroxid Nanopartikel ein großes Adsorptionspotential für Proteine 
besitzen (Horie et. al., 2009). Es ist bekannt, dass Nanopartikel auf diese Art und Weise die 
Durchführung von Zytokin-ELISAs beeinflussen können (Veranth et al., 2007). Zum einen 
sind die Partikel in der Lage, die nachzuweisenden Proteine oder an der Reaktion beteiligte 
Antikörper zu binden und so für die Nachweisreaktion zu entziehen. Dies würde falsch-
negative Ergebnisse nach sich ziehen. Zum anderen sind auch falsch-positive Resultate 
denkbar, weil der Nanopartikel zunächst an den Capture-Antibody adsorbiert und 
anschließend auch den Detection-Antibody an seiner Oberfläche anhaftet. Fraglich ist dabei 
jedoch, ob diese Bindungen stark genug sind, um die Waschschritte des ELISAs zu 
überdauern, weswegen falsch-negative Ergebnisse durch Nanopartikel plausibler sind. 
Folglich muss nicht jede Verminderung der Zytokinausschüttung in mit Nanopartikeln 
behandelten Proben Resultat einer echten Verringerung der Zytokinfreisetzung durch die 
Zellen sein, sondern kann auch das Ergebnis der Protein-Nanopartikel-Interaktion sein. Diese 












Abbildung 11 Prinzip eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
Zunächst wird der Capture-Antibody (CAB) an den Boden des Reaktionsgefäßes (üblicherweise eine 96-Well-
Mikrotiterplatte) angeheftet (1). Nach einem Waschschritt erfolgt anschließend die Zugabe der Probe, wobei der 
interessierende Stoff mindestens ein Epitop besitzt, das als Antigen für den CAB wirkt. Unter Ausnutzung der 
hoch-spezifischen Antigen-Antikörper-Reaktion erfolgt nun eine Bindung dieses Stoffes (2). Zur Entfernung von 
nicht gebundenem Substrat wird das Reaktionsgefäß wiederum gewaschen, dann erfolgt die Zugabe eines 
zweiten, sogenannten Detection-Antibodies (DAB), der wie der erste Antikörper spezifische Bindungsstellen für 
ein (anderes) Epitop des interessierenden Stoffes besitzt. Durch den DAB werden Komplexe mit gebundenem 
Antigen eindeutig markiert (3). Im nächsten Schritt wird, wiederum nach einer Waschung, der dritte, mit einem 
Enzym dotierte (enzyme-linked), Antikörper zugefügt, dessen Antigen der FC-Teil des Detection-Antibody ist (4). 
Nachdem der Bindeprozess abgeschlossen ist werden überschüssige ungebundene enzyme-linked Antikörper 
durch Waschen entfernt und es wird ein Substrat zugefügt, welches durch das Enzym umgesetzt wird. Dabei 
kommt es zu einem Farbumschlag, der photometrisch gemessen werden kann (5). Da sich die Reaktion des 
Enzyms mit dem Substrat kontinuierlich bis zur vollständigen Umsetzung des Substrates fortsetzt, ist es 
notwendig, die Reaktion zu stoppen, bevor die gesamte Substratmenge umgesetzt würde. Dies erfolgt durch 









4.7.2 Labortechnische Durchführung der Zytokin-ELISAs 
Die Proben für die Zytokin-ELISAs wurden wie unter 4.6.2 beschrieben gewonnen. Bis zur 
Durchführung des ELISAs wurden die Proben in dicht verschlossenen Mikroreaktionsgefäßen 
bei -20°C gelagert. 
Die bei den Experimenten verwendeten Lösungen wurden alle bei 4°C gelagert, lediglich die 
Capture- und Detection-Antibodies wurden bei -20°C und die Schwefelsäure bei 
Raumtemperatur aufbewahrt. 
Zur Plattenvorbereitung wurden 100 µl des zur Arbeitskonzentration in PBS verdünnten 
Capture-Antikörpers  (siehe Tabelle 7) in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und bei 
Raumtemperatur unter Luftabschluss über Nacht inkubiert. Bei diesem und auch allen 
folgenden Inkubationsschritten des Assays, die länger als 30 Minuten dauerten, wurden die 
Mikrotiterplatten mit Parafilm umwickelt um einen Luftzutritt zu vermeiden. 
  
 Arbeitskonzentration 
MCP-1 IL8 Eotaxin TNF-a 
Standard 2 ng/ml 2 ng/ml 2 ng/ml 2 ng/ml 
Capture Antibody 1 µg/ml 4 µg/ml 2 µg/ml 4 µg/ml 
Detection Antibody 100 ng/ml 20 ng/ml 100 ng/ml 250 ng/ml 
Tabelle 7 Arbeitskonzentrationen der Antikörper beim Zytokin-ELISA 
 
Mitgeführte Konzentrationen für den Standard in ng/ml 
2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,031 0,016 0 
Tabelle 8 Konzentrationen des mitgeführten Standards 
 
Am nächsten Tag wurde der Überstand aus den Wells entnommen, anschließend wurden 200 
µl Waschpuffer in jedes Well gegeben und vollständig wieder entfernt. Dieser Vorgang wurde 
3 mal wiederholt und wird im folgenden als Waschschritt bezeichnet. Danach wurden 300µl 








Nach Abschluss der Inkubation wurde die Platte erneut gewaschen und mit 100µl des in einer 
Verdünnungsreihe mit Medium versetzten Standard bzw. der unmittelbar zuvor aufgetauten 
Proben versetzt. Alle Proben sowie der Standard wurden als Doppelbestimmung gemessen. 
Die verwendeten Konzentrationen für den Standard können Tabelle 8 entnommen werden. Es 
folgte eine weitere Inkubation von 2h Dauer. Dann wurde ein Waschschritt durchgeführt, 
nach dem 100µl von auf Arbeitskonzentration in Reagent Diluent verdünntem DAB in die 
Wells gegeben und für 2h inkubiert wurde. Im Anschluss wurde die Platte erneut gewaschen. 
Jetzt konnten 100µl des 1:200 in Reagent Diluent verdünnten enzym-linked-Antikörpers, 
Streptavidin-HRP, hinzugefügt werden. Dieser wurde für 20 Minuten bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden jedem Well 100µl der 
Substratlösung zugefügt und für 20 Minuten unter Lichtabschluss inkubiert, anschließend 
wurde die Stop-Lösung dazugegeben. Unmittelbar im Anschluss konnte die Mikrotiterplatte 
bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge 570 nm) am Photometer gemessen 
werden. 
4.8 Statistische Auswertung 
Die Auswertung erfolgte mit MS-Excel. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um 










5.1 Dispergierung der Nanopartikel 
Mit Ausnahme von U Ceroxid, das als blassgelbe Lösung mit einer Konzentration von 
50µg/ml vorlag, wurden alle verwendeten Partikel als weißes Pulver geliefert. Wurden die 
Pulver mit Wasser gemischt und mit Spitzenultraschall behandelt, waren die entstandenen 
Partikel-Wasser-Gemische nicht stabil. Schon innerhalb weniger Sekunden bildete sich ein 
Bodensatz. Nach Durchführung aller in den Abschnitten 4.3.3 und 4.3.4 beschriebenen 
Präparationsschritte, konnte bei der Verwendung von FKS eine stabile Dispergierung der 
Nanopartikel erreicht werden. Auch über mehrere Tage aufbewahrte Proben zeigten kein 
Ausfallen eines Bodensatzes. Im Gegensatz dazu wurde bei der Präparation ohne FKS keine 
stabile Partikeldispersion erzeugt. Vielmehr waren schon binnen weniger Minuten 
ausgefallene Partikel am Boden des verwendeten Reaktionsgefäßes erkennbar. Auch das als 
klare wässrige Lösung gelieferte U Ceroxid fiel, nach der Mischung mit serumfreiem 
Medium, nach kurzer Zeit aus. 
Diese Beobachtungen konnten durch die Dynamic-Light-Scattering-Messungen von Jana 
Fleddermann bestätigt werden (Fleddermann 2014). Die gemessenen sekundären 
Partikelgrößen für die Proben mit FKS können Tabelle 9 entnommen werden. Im Gegensatz 
dazu waren bei der Präparation ohne FKS keine sekundären Nanopartikel homogener Größe 
auszumachen. Hier waren unterschiedlich große Partikelaggregate in den untersuchten Proben 
vorhanden, deren Durchmesser in der Regel größer als 1µm war. Es handelte es sich folglich 










Nanopartikel Sekundärer Partikeldurchmesser in nm 
R Zinkoxid 159 ± 9  
G2 Zinkoxid 186 ± 1 
S Ceroxid 114 ± 8 
U Ceroxid 120 ± 6 
Tabelle 9: Sekundärer Partikeldurchmesser der verwendeten Nanopartikel in RPMI supplementiert mit 
10% FKS  
Für die Untersuchungen mit FKS zeigt sich im Dynamic-Light-Scattering eine relativ homogene Verteilung der 
Partikelgrößen. Alle gemessenen Partikelausmaße liegen noch im Nanometerbereich. Die beiden verwendeten 
Ceroxid-NP sind nahezu gleich groß. (Fleddermann 2014). 
 
 
5.2 Nanotoxizität von Zinkoxid 
5.2.1 Nanotoxizität von Zinkoxid in Anwesenheit von FKS 
Untersucht man in RPMI mit 10% FKS kultivierte A549 Zellen nach Zugabe von ZnO NP 
verschiedener Konzentration im Zeitverlauf mit dem MTT-Test, zeigt sich, wie in Abbildung 
12 dargestellt, prinzipiell eine Abnahme der Zellvitalität sowohl konzentrations- als auch 
zeitabhängig im Vergleich zur Kontrolle.  
Interessant ist, dass sich bei der geringsten verwendeten Konzentration (3µg/ml) und	einer 
kurzen Inkubationsdauer (6 oder 12 Stunden) zunächst ein statistisch signifikanter Anstieg der 
Zellvitalität um etwa 7 % gegenüber der Kontrolle  auftritt. Bei längerer Inkubationszeit war 
aber auch bei dieser geringen Konzentration ein deutlicher Abfall der Zellvitalität bis auf etwa 
80% erfolgt. Nach 24  bis 72h sind nur geringe Unterschiede zwischen R ZnO 
Konzentrationen von 3 oder 10µg/ml erkennbar.  
Viel auffälliger ist der Abfall des MTT-Umsatzes bei größeren ZnO-NP Konzentrationen von 
30 oder 100µg/ml, der bereits nach 12h größer als 50% ist. Nach 24 bis 48h pendelt er sich 
bei beiden Konzentrationen bei Werten um ca. 20% ein. Auch nach 72h fällt die Vitalität 









Abbildung 12 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit R ZnO NP in Anwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der Firma 
Evonik Degussa (R). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung und wurden mindestens dreimal wiederholt. 
Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne 
Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Für G2 ZnO, den im Dynamic-Light-Scattering etwas kleineren Partikel (Fleddermann 2014), 
zeigen sich, wie in Abbildung 13 dargestellt, nahezu identische Ergebnisse wie für R ZnO. 
Auch hier ist ein Vitalitätsanstieg bei geringen Konzentrationen und kurzer Inkubationsdauer, 
sowie ein Vitalitätsabfall auf etwa 20% bei großen Konzentrationen und langer Dauer, zu 
beobachten. Bei 100 µg/ml wurden keine Messungen für 6, 48 und 72h durchgeführt. 
Abweichend von den Ergebnissen bei R ZnO, fällt bei den Messungen für das G2-Teilchen 
ein erneuter Anstieg der Zellvitalität nach 72h bei 3 und 10 µg/ml auf. Dieser ist jedoch nur 



















































 Zeit- und dosisabhängige Zellvitalität von A549 nach Inkubation mit G2 ZnO NP in Anwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der Firma 






















































































Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne 
Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Im Annexin-V-Propidiumiodid-Assay ist bereits nach 6h Inkubationsdauer mit 30 µg/ml R 
ZnO das Auftreten von spätapoptotischen und nekrotischen Zellen, verbunden mit einer 
Abnahme der  Zahl vitaler  Zellen, zu beobachten. Diese Werte werden jedoch erst nach einer 
Inkubationsdauer von 24h statistisch signifikant. Im weiteren Zeitverlauf wird eine 
kontinuierliche Verringerung der Anzahl lebendiger Zellen beobachtet. Im Gegensatz dazu 
sind bei geringeren Konzentrationen von R ZnO im gesamten untersuchten Zeitverlauf keine 
statistisch signifikanten Unterschiede in den relativen Anteilen von vitalen, apoptotischen, 
spätapoptotischen und nekrotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle festzustellen. 
Apoptose tritt bei allen untersuchten Proben nur im gleichen Maße wie bei der Kontrolle auf.  
Bei der Untersuchung von G2 ZnO Nanopartikeln auf dieselbe Art und Weise ergeben sich 













Abbildung 14 Zeit- und dosisabhängiges Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während 
der Inkubation mit R ZnO NP in Anwesenheit von FKS 
Annexin-V-PI-Assay an A549 nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der 






















































































Abbildung 15 Zeit- und dosisabhängiges Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während 
der Inkubation mit G2 ZnO NP in Anwesenheit von FKS 
Annexin-V-PI-Assay an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels 





















































































Darüber hinaus wurde auch die Zytokinausschüttung mittels Zytokin-ELISAs untersucht. 
Diese wird in Medium mit 10% FKS weder durch R ZnO noch durch G2 ZnO beeinflusst.  
 
5.2.2 Nanotoxizität von ZnO in Abwesenheit von FKS 
Bei der Untersuchung der Wirkung von R ZnO Nanopartikeln auf A549 Zellen in Medium 
ohne FKS zeigt sich, ähnlich wie bei den Untersuchungen mit FKS, bei einer geringen 
Konzentration von 3 µg/ml und kurzer Inkubationsdauer zunächst ein Anstieg des MTT-
Umsatzes (siehe Abbildung 16). Bei längerer Kontaktzeit der Zellen mit R ZnO in der 
geringsten verwendeten Konzentration sinkt die Menge umgesetzten MTTs auf Werte um 
80%. Nach einem maximalen Abfall auf 60% nach 24h steigt die Vitalität der Zellen nach 72h 
wieder auf 80% an. Die Werte sind statistisch signifikant, jedoch ist zu beachten, dass die 
gemessenen Werte nach 24, 48 und 72h innerhalb ihrer Fehlergrenzen überlappen. 
Bei R ZnO Konzentrationen größer oder gleich 10 µg/ml ist eine deutliche Reduktion des 
MTT-Umsatzes bereits nach 6h zu beobachten. Nach 24h sinkt dieser auf Werte von rund 










Abbildung 16 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit R ZnO NP in Abwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der Firma 
Evonik Degussa (R) (ohne FKS). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung. n≥3. Die 
Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne 
Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Für G2 ZnO kommt man zu nahezu identischen Ergebnissen. Auch hier ist bei einer 
Konzentration von 3 µg/ml der geringste MTT-Umsatz im Vergleich zur Kontrolle nach 24h 
zu beobachten. Danach steigt dieser wieder leicht auf Werte um 80% an. Wiederum 
überschneiden sich die Werte aber im Rahmen der Fehlergrenzen. 
Für größere G2 ZnO Konzentrationen verhalten sich die gemessenen Werte analog zu jenen 
von R ZnO. Auf die Messung von 100 µg/ml G2 ZnO im Medium wurde verzichtet. 
 
Zusammenfassend kann man feststellen, dass die zytotoxische Wirkung der ZnO 
Nanopartikel bei einer Zellkultivierung in Medium ohne FKS höher ist, als wenn mit Serum 









































Abbildung 17 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit G2 ZnO NP in Abwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der Firma 
Plasmachem (G2). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung. n≥3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden 
mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, 
(**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Bei den Untersuchungen der Wirkung von R ZnO auf A549 Zellen im Annexin-V-
Propidiumiodid-Assay wird, wie in Abbildung 18 dargestellt, bereits nach 6h Inkubationszeit, 
bei einer Konzentration ab 10 µg/ml ein Absinken des Anteils vitaler Zellen deutlich. Bei 
einer geringen Konzentration von nur 3µg/ml sind die gemessenen Werte nicht statistisch 
signifikant verschieden von jenen der Kontrolle. 
Auch nach 12h Inkubationszeit zeigt sich ein ähnliches Bild, allerdings hat insbesondere bei 
der maximalen untersuchten Konzentration von R ZnO der Anteil nekrotischer und 
spätapoptotischer Zellen weiter zugenommen und erreicht ein statistisch höheres 
Signifikanzniveau. Bei der geringsten Konzentration von 3 µg/ml können weiterhin keine 
Unterschiede zur Kontrolle festgestellt werden, bei der mittleren Konzentration von 10 µg/ml 






































weniger deutlich als bei 30 µg/ml und stimmt im Rahmen der Fehlergrenzen noch mit den 
Werten nach 6h überein. 
 
Nach 24h Inkubationszeit zeigt sich, ähnlich wie beim MTT-Test, ein dramatisch anderes 
Bild. Bei den höheren Konzentrationen (10 und 30 µg/ml) R ZnO ist der Anteil vitaler Zellen 
auf unter 5% abgesunken, fast alle in der Zellsuspension befindlichen Zellen sind 
spätapoptotisch. Diese Werte sind statistisch hoch signifikant. 
 
Bei einer geringen Konzentration R ZnO von 3µg/ml ist nach 24h in der Verteilung vitaler, 
apoptotischer, spätapoptotischer und nekrotischer Zellen kein deutlicher Unterschied zur 
Kontrolle festzustellen. Etwaige Abweichungen sind statistisch nicht signifikant. 
 
Apoptose ist zu diesem Zeitpunkt bei keiner der untersuchten Proben festzustellen. 
Nach 48h wird der verringerte Anteil vitaler Zellen auch bei der geringsten untersuchten 
Konzentration von 3µg/ml erkennbar. Er fällt auf etwa 50% ab, während die Anzahl 
spätapoptotischer Zellen ansteigt. Bei den höheren ZnO Konzentrationen ist das Bild, 
verglichen mit dem Zustand nach 24h, nahezu unverändert. Man könnte meinen, dass bei 30 
µg/ml vermehrt apoptotische Zellen zu finden sind, jedoch ist dieser Wert statistisch nicht 
signifikant und stimmt im Rahmen der Fehlergrenzen mit jenem der Kontrolle überein. 
72h nach der Nanopartikelzugabe treten keine weiteren Veränderungen in den Anteilen 











Abbildung 18 Auftreten von Apoptose und Nekrose während der Inkubation von A549 Zellen mit R ZnO 





























































































Annexin-V-PI-Assays an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des 
Zinkoxidnanopartikels der Firma Evonik Degussa (R). n=3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem 
Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) 
p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
 
Für G2 ZnO wurden nur Messungen nach 24, 48 und 72h durchgeführt.  
24h nach Hinzufügen der G2 Teilchen ist bei der geringsten Konzentration keine 
Veränderung gegenüber der Kontrolle festzustellen, während bei 10 und 30 µg/ml der Anteil 
spätapoptotischer Zellen deutlich und statistisch hoch signifikant angestiegen ist, wie 
Abbildung 19 entnommen werden kann. Auffällig ist, dass zu diesem Zeitpunkt trotz der 
starken Zellschädigung durchaus noch eine, wenn auch geringe, Dosisabhängigkeit zwischen 
beiden Expositionsmengen erkennbar ist. 
Nach 48h ist auch bei der geringen Dosis von 3µg/ml der Anteil lebendiger Zellen gegenüber 
der Kontrolle gefallen. Die Werte sind jedoch statistisch nicht signifikant und stimmen sogar 
innerhalb der Fehlergrenzen überein. Zwischen den beiden hohen Konzentrationen an G2 
ZnO sind nach 48h praktisch keine Unterschiede hinsichtlich der Verteilung der Zellen zu 
erkennen. Nahezu alle in den Suspensionen befindlichen Zellen sind spätapoptotisch. Auch 
nach 72 h ist die Situation nahezu unverändert. Hier sind wiederum zwischen der Kontrolle 












Abbildung 19 Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während der Inkubation mit G2 ZnO 
NP in Abwesenheit von FKS 
Annexin-V-PI-Assay an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels 
der Firma Plasmachem (G2). n=3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in 
Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 
angegeben. 
 
Bei keiner der untersuchten Proben von ZnO Nanopartikeln oder der Kontrolle wird eine 
Ausschüttung von Eotaxin oder TNF-a beobachtet. Nach 48h, mehr noch nach 72h wird 
durch die Kontrolle vermehrt MCP1 ausgeschüttet, wie in Abbildung 20 und Abbildung 21 
dargestellt. Bei Vorhandensein von G2 oder R im Medium bleibt dieser Anstieg der MCP1 
Konzentration im Medium aus. IL-8 wird bei geringer ZnO Konzentration sowohl nach 24,  
als auch nach 48 und 72h in erhöhtem Maße im Überstand gefunden. Bei höherer 























































weniger IL-8 ausgeschüttet (siehe Abbildung 20 und Abbildung 21). Dabei wird sogar der 
Vergleichswert der Kontrolle unterschritten. Die Ursache hierfür liegt vermutlich darin, dass 
bei diesen hohen Konzentrationen von ZnO Nanopartikeln praktisch keine lebenden Zellen 
mehr vorhanden sind, die IL-8 freisetzen könnten (vgl. Abbildung 18 und Abbildung 19), 
folglich sinkt die Konzentration dieses Zytokins ab. 
 
  
Abbildung 20 Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine durch A549 Zellen während der Inkubation 
mit R ZnO NP in Abwesenheit von FKS 
Untersucht wurde die Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine Eotaxin, MCP-1, Interleukin-8 und 
TNF-α (Eotaxin und TNF-α wurden nicht dargestellt)  durch A549 Zellen in Abwesenheit von FKS nach Zugabe 
unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der Firma Evonik Degussa (R). Zur 
Konzentrationbestimmung der Zytokine wurden Zytolin-ELISA-Untersuchungen durchgeführt. . n≥3. Jede 
Messung wurde als 3-fach Bestimmung ausgeführt. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem 
Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) 




















































Abbildung 21 Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine durch A549 Zellen während der Inkubation 
mit G2 ZnO NP in Abwesenheit von FKS 
Untersucht wurde die Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine Eotaxin, MCP-1, Interleukin-8 und 
TNF-α (Eotaxin und TNF-α wurden nicht dargestellt)  durch A549 Zellen in Abwesenheit von FKS nach Zugabe 
unterschiedlicher Konzentrationen des Zinkoxidnanopartikels der Firma Plasmachem (G2). Zur 
Konzentrationbestimmung der Zytoline wurden Zytolin-ELISA-Untersuchungen durchgeführt. . n≥3. Jede 
Messung wurde als 3-fach Bestimmung ausgeführt. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem 
Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) 

















































5.3 Nanotoxizität von Ceroxid 
5.3.1 Nanotoxizität von Ceroxid in Anwesenheit von FKS 
Bei der Untersuchung des MTT-Umsatzes relativ zur Kontrolle zeigt sich, dass bei allen 
Konzentrationen von S CeOx Nanopartikeln in Medium mit FKS der MTT-Umsatz nach 24h 
auf 80% zurückgeht. Dieser Rückgang fällt nach 48h  sogar noch etwas stärker aus. Nach 72h 
tritt dagegen ein Anstieg des MTT-Umsatzes auf, der bei einer Konzentration von 30 µg/ml 
sogar fast wieder das Niveau der Kontrolle erreicht. 
 
 
Abbildung 22 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit S CeOx NP in Anwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der Firma 
Plasmachem (S). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung und . n≥3.. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten 
wurden mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) 
p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Bei U CeOx verhält sich in Bezug auf die induzierte Änderung des MTT-Umsatzes ähnlich 




































Konzentrationen noch deutlich stärker aus. Er erreicht den Wert der Kontrolle für 100 µg/ml 
und übertrifft diesen sogar bei einer CeOx-Dosis von 30 µg/ml. 
 
Abbildung 23 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit U CeOx NP in Anwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der Firma 
Evonik Degussa (U). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung und . n≥3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten 
wurden mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) 
p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
 
Im Annexin-V-Propidiumiodid-Assay sind zu keinem der untersuchten Zeitpunkte deutliche  
Unterschiede in der Verteilung von vitalen, apoptotischen, spätapoptotischen und 
nekrotischen Zellen zwischen mit Ceroxid-Nanopartikeln enthaltenden Proben und der 
Kontrolle erkennbar. Ceroxid scheint also weder Apoptose noch Nekrose auszulösen. 
Vielmehr ist bei hohen S CeOx Konzentrationen von 30 und 100 µg/ml und einer 
Inkubationszeit von 72h ein statistisch signifikantes Absinken des Anteils spätapoptotischer 
Zellen erkennbar. Da aber auch in der Kontrolle kaum solche Zellen vorhanden sind, ist dieser 











































Abbildung 24 Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während der Inkubation mit S CeOx 
NP in Anwesenheit von FKS 
Annexin-V-PI-Assay an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels 
der Firma Plasmachem (S). n=3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in 




















































Abbildung 25 Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während der Inkubation mit U CeOx 
NP in Anwesenheit von FKS 
-V-PI-Assay an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der 
Firma Evonik Degussa (U). n=3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in 




Durch Zusatz von S und U CeOx verschiedener Konzentration in RPMI mit FKS wird die 


















































5.3.2 Nanotoxizität von Ceroxid in Abwesenheit von FKS 
Bei der Untersuchung von A549 Zellen in RPMI ohne FKS zeigt sich, beim Hinzufügen von 
S CeOx initial (nach 24 und 48h), für alle untersuchten Nanopartikeldosen ein Absinken des 
MTT-Umsatzes auf etwa 80%. Auffällig ist der deutliche Wiederanstieg des MTT-Umsatzes 
nach 72h bei einer Konzentration von 3 µg/ml, der sogar den Level der Kontrolle übersteigt. 
Bei höheren Konzentrationen von S CeOx kommt es nach 72 Stunden zu keiner weiteren 
Veränderung und der MTT-Umsatz bleibt auf der Stufe von 80% verglichen mit der 
Kontrolle. Alle ermittelten Werte sind statistisch signifikant. 
 
Abbildung 26 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit S CeOx NP in Abwesenheit von 
FKS  
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der Firma 
Plasmachem (S). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung. n≥3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden 
mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, 
(**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Bei dem im Dynamic-Light-Scattering kleineren U CeOx Partikel, verhält es sich etwas 
anders. Hier wird bereits nach 24 Stunden 3 und 30 µg/ml U CeOx in RPMI ohne FKS ein 










































Zunahme der Inkubationszeit immer größer aus und erreicht schließlich nach 72 Stunden für 
beide Konzentrationen das 1,3-fache der Kontrolle. Für die größte untersuchte Konzentration 
von U CeOx ist nach 24 Stunden der MTT-Umsatz mit dem der Kontrolle etwa identisch. 
Anschließend ist auch hier ein signifikanter Anstieg zu erkennen, der aber auch nach 72 
Stunden nur ein Niveau von 120% erreicht. 
 
 
Abbildung 27 Zeitabhängige Zellvitalität von A549 nach Exposition mit U CeOx NP in Abwesenheit von 
FKS 
MTT-Test an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der Firma 
Evonik Degussa (U). Die Versuche erfolgten in 3-fach Bestimmung. n≥3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten 
wurden mit dem Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) 
p<0,05, (**) p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
Im Annexin-V-Propidiumiodid-Assay beobachtet man bei S CeOx mit zunehmender 
Konzentration ein Absinken des Anteils vitaler Zellen. Insbesondere nach 48 Stunden. Nach 
drei Tagen nivellieren sich diese Unterschiede dann wieder etwas. Dabei muss jedoch 
beachtet werden, dass alle gemessenen Werte mit relativ großen Fehlern behaftet sind und sie 










































übereinstimmen. Währenddessen nimmt die Zahl spätapoptotischer und nekrotischer Zellen 
etwas zu. Die Werte sind statistisch nicht signifikant, dennoch kann eine Tendenz zu einem 
Zelltod durch Zellnekrose festgestellt werden. Überdies ist kein Anstieg der Zahl 
apoptotischer Zellen erkennbar (Abbildung 28). 
Für U CeOx sind nach 24 und 72 Stunden keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zur 
Kontrolle erkennbar. Einzig nach 48 Stunden zeigt sich, bei einer Dosis von 3 µg/ml U in 
RPMI ohne FKS, ein signifikanter Anstieg spätapoptotischer Zellen verbunden mit einer 
Verringerung des Anteils vitaler Zellen. Dieser ist jedoch statistisch nicht signifikant. Bei 












Abbildung 28  Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während der Inkubation mit S CeOx 
NP in Abwesenheit von FKS 
Annexin-V-PI-Assay an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels 
der Firma Plasmachem (S). n=3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in 






















































Abbildung 29 Auftreten von Apoptose und Nekrose bei A549 Zellen während der Inkubation mit S CeOx 
NP in Abwesenheit von FKS 
Annexin-V-PI-Assay an A549 Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels 
der Firma Evonik Degussa (U). n=3. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test in 




Die Zytokine Interleukin-8 und MCP-1 werden im Zeitverlauf durch die Zellen der Kontrolle 
ausgeschüttet. Nach Zugabe von Ceroxid NP kann eine deutliche und statistisch signifikante 
Hemmung der Ausschüttung dieser Zytokine festgestellt werden. Die Hemmung der 
Interleukin-8 Freisetzung ist durch U CeOx stärker als durch S CeOx. 
Die Ausschüttung von Eotaxin und TNF-α wird durch die untersuchten Ceroxid-Nanopartikel 
















































   
Abbildung 30 Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine durch A549 Zellen während der Inkubation 
mit S CeOx NP in Abwesenheit von FKS 
Untersucht wurde die Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine Eotaxin, MCP-1, Interleukin-8 und 
TNF-α (Eotaxin und TNF-α wurden nicht dargestellt)  durch A549 Zellen in Abwesenheit von FKS nach Zugabe 
unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der Firma Plasmachem (S). Zur 
Konzentrationbestimmung der Zytoline wurden Zytolin-ELISA-Untersuchungen durchgeführt. n≥3. Jede 
Messung wurde als 3-fach Bestimmung ausgeführt. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem 
Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) 
p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
   
Abbildung 31 Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine durch A549 Zellen während der Inkubation 
mit U CeOx NP in Abwesenheit von FKS 
Untersucht wurde die Ausschüttung der proinflammatorischen Zytokine Eotaxin, MCP-1, Interleukin-8 und 
TNF-α (Eotaxin und TNF-α wurden nicht dargestellt)  durch A549 Zellen in Abwesenheit von FKS nach Zugabe 
unterschiedlicher Konzentrationen des Ceroxidnanopartikels der Firma Evonik Degussa (U). Zur 
Konzentrationbestimmung der Zytoline wurden Zytolin-ELISA-Untersuchungen durchgeführt. n≥3. Jede 
Messung wurde als 3-fach Bestimmung ausgeführt. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem 
Student’schen t-Test in Bezug auf die Probe ohne Nanopartikelzugabe ermittelt und sind mit (*) p<0,05, (**) 


























































































6 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND DISKUSSION 
6.1 Herstellung homogener Nanopartikeldispersionen  
Die unter 5.1 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass nach Nanopartikelseparation mittels 
Ultraschall keine ausreichende kolloidale Stabilisierung der Suspension ohne die Verwendung 
eines Stabilisators erreicht werden konnte. Die großen Oberflächenenergien der NP 
verursachen eine hohe Aggregationstendenz, der mit unserem Protokoll nur durch die Zugabe 
von FKS ausreichend große abstoßende Kräfte entgegengesetzt werden konnten. Die 
Beobachtungen stimmen mit vielen anderen Publikationen über die Problematik der 
Nanopartikelaggregation in physiologischen Lösungen überein (Bihari et al., 2008, Buford et 
al., 2007 und andere, vgl. Abschnitt 2.3.1.3). Es ist jedoch nicht davon auszugehen, dass auf 
diese Weise behandelte Nanopartikel als einzelne Partikel umgeben von einer Proteincorona 
vorliegen, sondern es handelt sich wahrscheinlich um kleinere Partikelaggregate mit relativ 
enger Größenverteilung, die durch die umlagernden Proteine stabilisiert werden (Buford et al., 
2007; Vippola et al., 2009). 
Neben der Problematik unterschiedlicher biologischer Effekte, je nachdem ob die Partikel gut 
dispergiert sind oder als große Agglomerate vorliegen (Buford et al. 2007, Foucaud et al. 
2007, Sager et al. 2007, Wick et al. 2007) gibt es weitere Schwierigkeiten, die sich aus einer 
unzureichenden Partikeldispersion ergeben. Auffällig ist, dass viele der mit dem Annexin-V-
Propidiumiodid-Assay erzielten Ergebnisse für Ceroxid in nicht mit FKS supplementiertem 
Medium mit relativ großen Fehlern behaftet sind. Hier scheint für S CeOx eine Tendenz zur 
Auslösung von Zellnekrose zu bestehen. Die Resultate sind jedoch statistisch nicht 
signifikant, für U CeOx-NP ist dieser Trend nicht erkennbar. Die Ursache für die großen 
Fehler ist vermutlich zum einen, dass beide verwendeten Ceroxid-Nanopartikeltypen die 
Tendenz haben, Aggregate zu bilden, die zum Teil in Größe und Granularität den Zellen, die 
mit diesen Partikeln behandelt wurden, ähneln. Das führt dazu, dass im Dotplot 
Nanopartikelaggregate und  Zellen schlecht auseinandergehalten werden können (Abbildung 
32). Betrachtet man außerdem die FSC-SSC-Density-Plots genauer, scheint bei höheren U 








gleichem Versuchssetup verhält es sich ähnlich (Daten nicht dargestellt). Man könnte zwar 
vermuten, dass die „fehlenden“ Zellen nekrotisch geworden sind, und dass ihre Schädigung 
so stark ist, dass nur noch sehr kleine Zelltrümmer vorhanden sind, dann jedoch sollten 
theoretisch zumindest mehr nekrotische oder spätapoptotische Zellen vorhanden sein – der 
überwiegende Teil der detektierten Zellen ist jedoch vital (Abbildung 33). Eine plausible 
Erklärung dieser Beobachtung könnte jedoch ein messtechnisches Problem sein. Durch die 
große Anzahl von Nanopartikelaggregaten in der Zellsuspension sind die zeitlichen Abstände 
zwischen den einzelnen Partikeln, den Ereignissen, im Fokus des Lasers sehr kurz. Das ist 
insbesondere dann der Fall, wenn die Nanopartikelzahl die der Zellen weit übertrifft. In 
diesem Fall erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, dass Zellen während der Totzeit, die zur 
Signalverarbeitung zwangsläufig erforderlich ist den Fokus des Laserstrahls passieren und 
folglich nicht detektiert werden können. Bei der anschließenden Auswertung hinsichtlich der 
Färbung mit Fluoreszenzfarbstoffen fehlen diese nicht-detektierten Zellen auch (vgl. 
Abbildung 33). 












a)   b)  
c)   d)  
Abbildung 32 FSC/SSC Density Plot für U CeOx (a) Kontrolle b) 3µg/ml; c) 30µg/ml; d) 100µg/ml) nach 
48h Inkubationszeit in serumfreiem RPMI 1640 
Die Nanopartikelaggregate im linken unteren Bildbereich gehen insbesondere bei den beiden hohen 
verwendeten Konzentrationen in den rechten oberen Bereich, in dem die Zellen zu finden sein sollten, über. 












a)   b)  
c)    d)  
Abbildung 33 FL-1 FL-3 Densitity Plot (AV-PI-Assay) für U CeOx nach 48h Inkubationsdauer in 
serumfreiem Medium (a) Kontrolle; b) 3µg/ml; c) 30µg/ml; d) 100µg/ml) 
 
 
6.2 Zinkoxid Nanopartikel wirken zytotoxisch auf A549 Zellen 
Für Zinkoxid Nanopartikel zeigt sich prinzipiell eine zeit- und dosisabhängige Abnahme der 
Zellvitalität. Dennoch gibt es einige interessante Abweichungen von dieser generellen 
Tendenz. Initial zeigte sich bei den Untersuchungen sowohl mit, als auch ohne FKS, 
reproduzierbar ein statistisch signifikanter Anstieg der Zellvitalität im MTT-Test. Der gleiche 
Effekt wurde von Hsiao und Huang in ihrer Publikation aus dem Jahr 2011 zumindest für 
sphärische ZnO NP beobachtet, jedoch nicht weiter erörtert. Möglich wäre, dass ZnO NP die 








starke Abnahme des MTT-Umsatzes aufgrund der reduzierten Zellzahl maskiert wird. 
Prinzipiell wäre sowohl eine direkte Beeinflussung, d.h. ZnO-NP induzieren selbst die 
Reduktion von MTT, als auch eine indirekte Beeinflussung denkbar. In letzterem Fall würden 
die ZnO Nanopartikel den zelleigenen Apparat zur Umsetzung von MTT beeinflussen. 
Bekannt ist z.B., dass Nanopartikel in der Lage sind, die Konformation von Proteinen zu 
verändern und somit auch die Aktivität von Enzymen zu beeinflussen (Lynch et al., 2007). 
Denkbar wäre auch, dass intrazellulär freigesetzte Zinkionen in Konzentration die den 
physiologischen Wert leicht übersteigen die Aktivität der Proteine, die an der Umsetzung von 
MTT beteiligt sind, erhöhen. Eine direkte Beeinflussung des MTT-Umsatzes kann 
ausgeschlossen werden, da mit ZnO-NP versetztes Medium keinen erhöhten MTT-Umsatz 
zeigt, weswegen eine indirekte Beeinflussung naheliegt. Zusätzliche Untersuchungen wären 
notwendig, wenn man diesem Effekt weiter nachgehen möchte. 
Außerdem kam es bei niedrigen bis mittleren ZnO Konzentrationen und einer langen 
Inkubationszeit von mehr als 48h zu einem Wiederanstieg der Zellvitalität im MTT-Test, ein 
Effekt, der, soweit der Autorin bekannt, von anderen Gruppen bislang nicht beobachtet 
wurde. Besonders deutlich fällt dieser Effekt bei G2 ZnO-NP mit FKS und R ZnO NP ohne 
FKS aus. Bei mittleren bis niedrigen Konzentrationen von ZnO-NP (3 und 10µg/ml) kommt 
es, wenn mit FKS supplementiertes Medium verwendet wird, nicht zum Zelltod durch 
Nekrose, wie das AV-PI-Assay zeigt, trotzdem wird eine Abnahme der Zellvitalität 
beobachtet. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen anderer Autoren, die 
ebenfalls eine Schwelle für das Absterben von Zellen nach Zugabe von ZnO NP angeben 
(Akhtar et al., 2012; Taccola et al., 2011). 
Ursache für die Abnahme der Zellvitalität ist wahrscheinlich eine Wachstumshemmung der 
Zellen. Um diese Vermutung zu bestätigen wäre eine Bestimmung des Cytokinesis-Block-
Proliferation-Index sinnvoll, mit dessen Hilfe sich auch eine der Verzögerung des Zellzyklus 
resultierende Wachstumshemmung eindeutig feststellen ließe (Corradi et al., 2012). Das 
verminderte Zellwachstum muss außerdem nicht direkt durch die Nanopartikel selbst 
ausgelöst werden, möglich ist auch, dass die Adsorption von Mediumbestandteilen über einen 








und dem Medium sogar nahezu alle Proteine entzogen werden können (Horie et al., 2009). 
Dass es später wieder zu einer Zunahme der Zellvitalität kommt, könnte daran liegen, dass es 
sich bei der Proteincorona um ein dynamisches Gebilde handelt, deren Zusammensetzung 
sich im Laufe der Zeit ändert (vgl. Abschnitt 2.3.1.1) (Cedervall et al., 2007; Lynch et al., 
2007), weswegen nach einiger Zeit möglicherweise wieder Proteine zur Verfügung stehen, 
die anfangs an Nanopartikel gebunden waren. 
 
Die vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass es durch ZnO-Nanopartikel in hoher 
Konzentration zum Zelltod durch Nekrose kommt. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse 
zweier, unter 2.4.1.1 vorgestellter, Studien, welche die Auslösung von Apoptose durch 
ähnliche Partikel beschreiben (Akhtar et al., 2012, Hanley et al., 2008). Wie in Abschnitt 
2.2.3 erläutert wurde, sind Apoptose und Nekrose zwei Prozesse, die durchaus parallel 
ablaufen können. Eine der genannten Studien verwendete zur Identifikation der Art des 
Zelltodes Methoden, die nicht die Überprüfung der Membranintegrität mit einschlossen 
(Akhtar et al., 2012). Zur gültigen Beurteilung ist jedoch ebendies unabdingbar, da Schäden 
der Plasmamembran immer mit einem Austritt von Zellinnerem in den Extrazellulärraum 
verbunden ist, was nachfolgend zu einem Entzündungsprozess führt, der jedoch bei einem 
rein apoptotischen Zelltod per definitionem nicht eintritt. Somit ist fraglich, ob dieses 
Ergebnis zum Nachweis von Apoptose valide ist. Die übrigen Gruppen diskutieren, bis auf 
Hanley und Kollegen, eine nekrotisch bedingte Zellschädigung durch ZnO–Nanopartikel 
(Brunner et al., 2006; Deng et al., 2009; Hung et al. 2010; Ostrovsky et al., 2009; Taccola et 
al. 2011; Yang et al. 2012). 
Im Rahmen dieser Versuche konnte überdies gezeigt werden, dass ZnO Nanopartikel die 
Ausschüttung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-8 in serumfreiem Medium 
fördern. Hier ist insbesondere für NP-Konzentrationen von  3 und 10µg/ml eine deutliche 
Steigerung der IL-8 Freisetzung durch A549 Zellen erkennbar. Dass dieser Anstieg für eine 
NP-Dosis von 30µg/ml praktisch ausbleibt und bei 10µg/ml nach 72h nicht mehr erkennbar 
ist, liegt wahrscheinlich an der an diesen Messpunkten eingetretenen starken Nekrose.  Auch 








Angelis et al., 2012; Hsiao & Huang, 2011), allerdings wurde von diesen Gruppen mit FKS 
angereichertes Medium verwendet. Die Freisetzung der Zytokine, MCP1, TNF-a und 
Eotaxin, wird durch Zinkoxid-Nanopartikel nicht beeinflusst. 
6.3 Die Abwesenheit von FKS im Medium verstärkt die Effekte der ZnO NP 
Durch das Fehlen von FKS im Medium wird die Schwelle zur Auslösung des Zelltodes durch 
Nekrose deutlich abgesenkt.  Während diese Art der Zellschädigung in den Versuchen mit  
10% FKS im Medium erst bei einer ZnO-NP-Konzentration von 30 µg/ml auftritt, kann sie in 
den Versuchsreihen mit serumfreiem Medium bereits ab einer NP-Dosis von 10 µg/ml, bzw. 
bei längerer Inkubationszeit sogar bereits bei 3 µg/ml, festgestellt werden. Diese Ergebnisse 
zeigen eine gute Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Gruppe um Corradi (2012). Die 
verstärkte Zellschädigung in serumfreiem Medium hat wahrscheinlich mehrere Ursachen, die 
nachfolgend erläutert werden sollen. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um ein 
multifaktorielles Geschehen. Zum einen liegt bei den Zellen eine gewisse Vorschädigung 
durch das Fehlen von lebenswichtigen Mineralstoffen und Molekülen, wie 
Wachstumsfaktoren oder Hormonen, vor. Diese werden üblicherweise Zellen in Kultur durch 
den Zusatz von Serum zum Medium zugeführt. Dass A549 durch diese Bedingungen bereits 
angegriffen werden, zeigt sich in den Kontrollproben. Auch hier können einige 
spätapoptotische und nekrotische Zellen aufgefunden werden. Zellen, die bereits geschwächt 
sind, reagieren in der Regel auf weitere einwirkende Noxen empfindlicher als Zellen, die in 
einer optimalen Umgebung wachsen können. Dies könnte eine Ursache für die vermehrte 
Zellschädigung im serumfreien Medium sein. Hinzu kommt die Fähigkeit der ZnO 
Nanopartikel, Mediumbestandteile zu adsorbieren und somit der Bioverfügbarkeit für die 
Kulturzellen zu entziehen. Dies kann soweit gehen, dass in mit hohen Dosen von 100µg/ml 
Nanopartikeln versetztem Medium (mit 10%FKS) keine Proteine mehr nachweisbar sind 
(Horie et al., 2009). Ist kein Serum zugesetzt können auch andere Mediumbestandteile 
adsorbiert werden, z.B. Ionen und Aminosäuren, was zu einem Mangel essentieller Nährstoffe 
für die Zelle und notwendiger Bausteine für die Zellreplikation führt (Horie et al., 2009). 








ist oder nicht, verändert sich auch die durch die Nanopartikel exponierte Oberfläche, wodurch 
das Aufnahmeverhalten durch die Zellen beeinflusst werden könnte. Nanopartikel, die nicht 
durch Zugabe von FKS innerhalb des Medium stabilisiert werden können, neigen zudem dazu 
große Aggregate zu bilden, wodurch das Zytotoxizitätsprofil beeinflusst wird. Die 
vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass die Aggregate eine höhere Toxizität besitzen als gut 
dispergierte Partikel, was in einer ähnlichen Untersuchung auch Corradi und Kollegen so 
festgestellt haben. Das Vorhandensein von Serum im Medium beeinflusst weiterhin die 
Zinkionenfreisetzung aus den ZnO Nanopartikeln, wobei es im Schrifttum widersprüchliche 
Aussagen gibt, ob durch das Vorhandensein von Serum nun eine vermehrte oder verminderte 
Zn2+ Ionenfreisetzung auftritt (De Angelis et al., 2012; Hsiao und Huang, 2011). Unstrittig ist 
jedoch, dass Zink-Ionen zytotoxisch wirken (Auffan et al., 2009a; De Angelis et al., 2012; 
Deng et al., 2009) und eine vermehrte Freisetzung in serumfreiem Medium die erhöhte 
Toxizität begründen könnte. Um diesem Zusammenhang besser nachgehen zu können, sollten 
vergleichende Messungen der Zink-Ionen-Konzentration in Medium mit Zusatz von 10% 
FKS und in serumfreiem Medium durchgeführt werden. 
6.4 Die primäre und sekundäre Partikelgröße von ZnO-NP hat keinen Einfluss 
auf ihre Zytotoxizität 
Hinsichtlich der sekundären Partikelgröße unterschieden sich lediglich die beiden ZnO NP-
Typen (G2 und R) deutlich, weswegen die Problematik der Größenabhängigkeit der 
Zytotoxizität nur an diesem Beispiel betrachtet werden kann. 
Werden gleiche Konzentrationen der beiden Partikeltypen zu identischen Zeitpunkten 
gegenübergestellt, so sind zwar zum Teil deutliche Unterschiede erkennbar, aber es kann 
weder festgestellt werden, dass kleinere Partikel zytotoxischer wären als größere, noch vice 
versa (vgl. Abbildung 34). Vielmehr scheint das Verhalten der Zellvitalität von der Zeit 
abzuhängen. Während nach 24h der Vitalitätsabfall bei G2 ZnO deutlicher ausfällt, ist er nach 
48 Stunden für beide Partikel etwa auf dem gleichen Niveau. Nach 72h ist für beide Partikel 
ein Wiederanstieg der Zellvitalität, zumindest für die beiden niedrigeren ZnO-NP-Dosen, 








die mit G2 ZnO behandelten Zellen höher ist als für die mit R ZnO behandelten Zellen. 
Jedoch unterscheiden sich die Messdaten für beide Partikeltypen zu keinem Zeitpunkt in 
einem statistisch signifikanten Maß. 
Eine plausible Erklärung für diese Beobachtungen könnte das Modell der Proteincorona als 
dynamisches Gebilde zusammen mit der Vermutung eines partikelspezifischen 
Adsorptionsprofils liefern, weswegen eine genaue Charakterisierung der zu verschiedenen 
Zeitpunkten adsorbierten Proteine angebracht wäre.  
 
 
Abbildung 34 Vergleich der Zellvitalität nach Inkubation mit G2 und R ZnO Nanopartikeln in RPMI 
1640 supplementiert mit 10% FKS 
Es kann keine statistisch signifikante Größenabhängigkeit der Zytotoxizität beider Partikel festgestellt werden. 
Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mit dem Student’schen t-Test ermittelt und wären mit (*) p<0,05, (**) 
p<0,01 und (***) p<0,001 angegeben. 
 
6.5 Ceroxid Nanopartikel wirken nicht zytotoxisch 
Wie im Abschnitt 5.3.1 beschrieben, lösen die untersuchten CeOx Nanopartikel in 
serumhaltigem Medium weder Apoptose noch Nekrose aus. Im Vergleich zur Kontrolle ist 








mögliche Ursache für diese Beobachtung ist eine Proliferationshemmung, die beispielsweise 
mit Hilfe des Cytokinesis-Block-Proliferation-Index sicher bestimmt werden könnte.  
Abbildung 35 zeigt, dass interessanterweise im serumfreien Medium die Anwesenheit von 
U-CeOx einen Anstieg des MTT Umsatzes bewirkt. Im Gegensatz dazu reduzieren S-CeOx – 
Partikel den MTT-Umsatz. CeOx–Nanopartikel können in zwei verschiedenen 
Oxidationsstufen vorliegen. Vermutlich handelt es sich bei der gelieferten hellgelben U CeOx 
Dispersion um Cer-IV-oxid, da bekannt ist, dass 4-wertiges Ceroxid bei einem pH-Wert von 
3,5 als hellgelbe Lösung stabil ist (Karakoti et al., 2008). Cer-IV-oxid ist ein starkes 
Oxidationsmittel und könnte somit möglicherweise die Umsetzung von MTT zum violetten 
Formazan katalysieren.  Ist in S CeOx weniger 4-wertiges Cer enthalten, kann es weniger gut 
als Oxidationsmittel wirken, dafür wäre es ein besseres Reduktionsmittel und damit auch ein 
besseres Antioxidans. Dieser Zusammenhang ist insbesondere bei den Untersuchungen in 
serumfreiem Medium von Bedeutung, da die Zellen aufgrund des Fehlens der im Serum 
enthaltenen Proteine, insbesondere der Wachstumsfaktoren, erhöhtem oxidativem Stress 
ausgesetzt sein könnten.  
Die Zytokinausschüttung wird durch S und U CeOx Nanopartikel in mit FKS angereichertem 
Medium nicht beeinflusst. Die Ausschüttung von TNF-Alpha und Eotaxin wird durch CeOx-
NP in serumfreiem Medium  gleichfalls nicht beeinflusst. Für IL-8 und MCP-1 kann dagegen 
in serumfreiem Medium eine signifikante Reduktion der Zytokinliberation bei mit S und U 
CeOx-NP behandelten A549 Zellen beobachtet werden. Dieser Effekt ist zeit- und 
dosisabhängig und fällt bei U CeOx deutlicher aus. Dies passt mit den Beobachtungen im 
MTT Test zusammen, da hier bei U CeOx eine deutliche Zunahme der Zellvitalität 
festzustellen ist, während es bei S CeOx zu einer Abnahme der Zellvitalität kommt. Fraglich 
ist, ob die verminderte Zytokinausschüttung bei S CeOx durch eine Antioxidative Wirkung 
des Nanopartikels bedingt ist oder ob einfach die verminderte Zellzahl für die Absenkung der 












Abbildung 35 Vergleich der Zellvitalität nach Behandlung von A549 mit S und U CeOx in serumfreiem 
Medium 
Analoge Messungen von S und U CeOx-Nanopartikeln in serumfreiem Medium werden gegenübergestellt. 
Während für  es für S CeOx NP tendenziell zu einer Abnahme der Zellvitalität kommt, steigen die Messwerte für 
U CeOx an und übertreffen sogar deutlich den Wert der Kontrolle (100%). Die Irrtumswahrscheinlichkeiten 




6.6 Spezifisches Gefährdungspotential von Nanomaterialien 
Aus den Resultaten dieser Arbeit, wie auch aller der Autorin bekannten zu dieser Thematik 
publizierten Ergebnisse, geht deutlich hervor, dass eine der zentralen Eigenschaften von 
Nanopartikeln mit Auswirkungen auf ihre biologischen Effekte, die chemische 
Zusammensetzung der Partikel ist. Die Ergebnisse zeigen, dass sich Ceroxid und Zinkoxid 
Nanopartikel hinsichtlich ihrer biologischen Wirkungen deutlich voneinander unterscheiden. 
So trivial diese Erkenntnis scheint, so wichtig ist sie dennoch. Denn es wird klar, dass es nicht 
sinnvoll ist, generell jedes Material, das Nanopartikel enthält, als Stoff mit hohem 
Gesundheitsrisiko und Gefahrenpotential einzustufen. Gerade deswegen ist es wichtig, 
    *   *      *   **       ** 
      *** 








Screening Methoden zur Verfügung zu haben, mit welchen sich das spezifische 
Gefährdungspotential von Nanopartikeln gut abschätzen lässt, so dass im Anschluss bei 













Wie Eingangs bereits dargestellt handelt es sich bei der vorliegenden Arbeit um einen Teil des 
HINAMOX-Projektes, welches die Auswirkungen von Nanopartikeln auf den menschlichen 
Körper untersuchen soll. Die Resultate dieser Forschungsarbeit können daher nicht separat, 
sondern müssen im Kontext der Ergebnisse der anderen sieben Arbeitsgruppen betrachtet 
werden. Neben den in dieser Arbeit untersuchten Effekten von Metalloxidnanopartikeln auf 
Zellkulturzellen wurden von diesen Arbeitsgruppen innerhalb des Projektes die 
physikalischen Eigenschaften der verwendeten Nanopartikel, z.B. ihre Größe, 
Größenverteilung, Form, Kristallstruktur und ihr Zeta-Potential, untersucht.  
Darüber hinaus war die Aufnahme und die Verteilung der NPs innerhalb der Zellen von 
Interesse. Hierzu wurden Untersuchungsmethoden wie Konfokal-Raman-Mikroskopie, 
Transmissions-Elektronen-Mikroskopie, Ion-Beam-Mikroskopie und Laser-Scanning-
Mikroskopie angewendet. Um die tatsächliche Aufnahme der Nanopartikel in die Zellen zu 
verifizieren und zu quantifizieren wurde wiederum die Ion-Beam-Mikroskopie und zusätzlich 
die Proton-induzierte Röntgenemission (PIXE) und Rutherford-Rückstreu-Spektometrie zum 
Einsatz gebracht. 
Neben den hier vorgestellten Untersuchungsmethoden zur Zytotoxizität wurde auch die 
Induktion der Bildung Reaktiver-Sauerstoffverbindungen (ROS) durch die Nanopartikel 
untersucht. 
Da alle in-vitro durchgeführten Untersuchungen in vivo nachvollzogen werden mussten, um 
ihre Validität zu ermitteln, wurde im Tiermodell die Biodistribution der Partikel mittels 
Positronen-Emissions-Tomographie nachvollzogen. Nachdem die Partikel auf verschiedenen 
Wegen (oral, intravenös, durch Inhalation oder über Hautkontakt) mit dem tierischen 
Organismus in Kontakt gebracht wurden, wurde über die Zeit die Verteilung, Akkumulation 








Schwerpunkt der Untersuchung bildete die Lunge, um die Folgen der Nanopartikelinhalation 
zu untersuchen. Neben der relativen Organaktivität wurde dabei der Grad der Entzündung 
sowie die Genotoxizität gemessen und mit Hilfe der Ion-Beam-Mikroskopie die genaue 
Nanopartikelkonzentration in den Zellen bestimmt. 
Ein weiterer Untersuchungsaspekt war das Gefahrenpotential beim Umgang mit den Partikeln 
am Arbeitsplatz und beispielsweise die Frage, in welchem Maße die Partikel bei der 
Verwendung aufgewirbelt und eingeatmet werden. 
 
Ziel des gesamten HINAMOX-Projektes war es ein Risiko-Assessment hinsichtlich der 
toxikologischen Folgen des Umgangs mit den untersuchten Nanopartikeln zu erarbeiten. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass aufgrund des interdisziplinären und 
umfassenden Projektansatzes eine fundierte valide Risikoeinschätzung zu den untersuchten 
Nanopartikeln realisiert wurde. Mit der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, 
dass Zinkoxid Nanopartikel auf A549 Zellen zytotoxisch wirken, während von Ceroxid 
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BSA Bovines Serum Albumin 
Ca2+ Calcium-Ionen 
CAB Capture Antibody 
cdks Cyclin-abhängige Kinasen (cyclin dependent kinases) 
CeOx Ceroxid 
DAB Detection Antibody 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (fluorescence activated cell sorting) 
FICS Fluoresceinisothiocyanate 
FKS Fetales Kälberserum (fetal calv serum) 
FL Fluoreszenzkanal 
G2 Zinkoxid-Nanopartikel Plasmachem, Berlin 
HRP Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase) 
IL8 Interleukin 8 
MCP1 Monozyten Chemotaktisches Protein 1 (Monocyte chemotactic Protein 1) 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
NP Nanopartikel 












RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 
S Ceroxid-Nanopartikel, Plasmachem, Berlin 
SOD Superoxiddismutase 
TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a (Tumor necrosis factor a) 
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